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L’irradiation (IR) est utilisée dans le traitement de plusieurs cancers et désordres 
hématologiques, en particulier dans les protocoles de conditionnement précédents les 
transplantations de moelle osseuse. L’emploi de doses réduites d’IR semble favoriser le 
succès de la prise de greffe. Cette observation soulève un point de plus en plus discuté 
dans la littérature, soit l’importance de l’intégrité du microenvironnement pour la 
transplantation et le bon fonctionnement de l’hématopoïèse. L’IR induit la sénescence des 
cellules stromales de la moelle osseuse in vitro. Ce mécanisme de défense cellulaire 
entraînant un arrêt de prolifération permanent est également observé in vivo dans 
différents systèmes, mais n’a pas encore été étudié dans le contexte de la niche 
hématopoïétique. Les travaux présentés dans cette thèse ont pour objectif de déterminer si 
l’IR induit la sénescence des cellules stromales de la moelle osseuse et si une telle 
induction altère les fonctions hématopoïétiques. Nos résultats ont permis de démontrer 
pour la première fois qu’une IR corporelle totale induit effectivement la sénescence des 
cellules stromales de la moelle osseuse. En outre, cette altération du microenvironnement 
affecte la lymphopoïèse B de façon Ink4a/Arf-dépendante (1
er
 article). De plus, les 
modifications systémiques qui résultent de l’IR compromettent l’homéostasie osseuse en 
augmentant la résorption de l’os, sans toutefois diminuer la formation de celui-ci (2e 
article). Ces données nous permettent de mieux comprendre les effets de la sénescence 
des cellules stromales de la moelle osseuse sur les fonctions hématopoïétiques. Par 
ailleurs, elles suggèrent que l’emploi de drogues et/ou de procédés n’induisant pas la 





Mots clés : irradiation, sénescence, microenvironnement osseux, cellules stromales de la 
moelle osseuse, INK4a/ARF, fonctions hématopoïétiques, homéostasie osseuse, 




Ionizing radiation (IR) is used in the treatment of several cancers and hematological 
disorders, especially in conditioning regimens for bone marrow transplantation. Reduced 
doses of IR seem to favor the success of engraftment. This observation supports the 
growing evidences suggesting the importance of the microenvironment integrity for the 
success of bone marrow transplantation and hematopoiesis maintenance. IR induces 
senescence of bone marrow stromal cells in vitro. This defense mechanism which leads to 
a permanent cell growth arrest is also observed in different organs in vivo but has not yet 
been studied in the hematopoietic niche. The objectives of this doctoral thesis are to 
determine whether IR induces senescence of bone marrow stromal cells and whether such 
induction alters hematopoietic functions. Our results have demonstrated for the first time 
that total body IR actually induces the senescence of bone marrow stromal cells. 
Furthermore, this alteration of the microenvironment affects B lymphopoiesis in an 
Ink4a/Arf-dependent manner (paper #1). In addition, the systemic changes associated 
with IR compromise bone homeostasis by increasing bone resorption without reducing 
bone formation (paper #2). All together, these data enhance our knowledge related to the 
effects of IR-induced senescent bone marrow stromal cells on hematopoietic function. 
Moreover, our results suggest that using drugs and/or procedures inducing no senescent 
bone marrow stromal cells would provide a better long-term prognosis for patients.  
Keywords : ionizing radiation, senescence, bone marrow microenvironnement, bone 
marrow stromal cells, INK4a/ARF, hematopoietic function, bone homeostasis, 




Mes travaux de recherche avaient pour objectif de déterminer les effets du 
phénotype de sénescence des cellules stromales de la moelle osseuse sur les fonctions 
hématopoïétiques. Brièvement, la sénescence est un mécanisme de protection cellulaire 
bloquant la prolifération des cellules endommagées. Ces dernières demeurent toutefois 
activent dans le tissu et acquièrent un profil propre à leur nouvel état. Il existe plusieurs 
types d’inducteurs de sénescence qui ont tous en commun la production de dommages à 
l’ADN. Nous nous sommes intéressés à l’irradiation (IR) puisqu’elle est utilisée dans le 
traitement de plusieurs cancers et désordres hématologiques. Entre autres, elle sert dans 
les protocoles de conditionnement précédents les transplantations de moelle osseuse. Fait 
étonnant, il a été observé que l’exposition à une dose réduite d’IR améliorait le taux de 
succès de la prise de greffe. Cette observation soulève un point qui est de plus en plus 
discuté dans la littérature, soit l’importance de l’intégrité du microenvironnement pour le 
bon fonctionnement de l’organe cible. En effet, plusieurs études ont démontré qu’un 
microenvironnement contenant des cellules endommagées était néfaste pour le potentiel 
régénératif des tissus en question. Bien que la preuve de l’induction de la sénescence par 
l’IR ait été faite dans certains types cellulaires, elle n’a pas été démontrée in vivo dans les 
cellules stromales de la moelle osseuse. Ainsi, le premier objectif de cette thèse visait à 
déterminer si l’IR induirait la sénescence des cellules stromales de la moelle osseuse et si 
une telle induction altérerait les fonctions hématopoïétiques. 
En exposant des souris C57Bl/6 à une IR corporelle totale, nous avons constaté 
l’induction de marqueurs de sénescence, notamment la bêta-galactosidase associée à la 
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sénescence (SA--gal) et l’expression de p16INK4a/p19ARF, dans les cellules stromales 
de la moelle osseuse. De plus, huit semaines après cette exposition, leur compte absolu 
était diminué dans la fraction isolée de la moelle, un effet absent chez les souris irradiées 
invalidées pour les gènes Ink4a/Arf et qui semble indépendant du potentiel des cellules 
stromales à former des colonies de type fibroblaste. Cette réduction était spécifique 
puisqu’elle n’était pas observée dans la fraction des cellules stromales isolée des os à la 
collagénase. Étonnamment, nous avons également constaté un effet cellulaire non-
autonome et Ink4a/Arf-dépendant de l’IR sur la lymphopoïèse B. Globalement, nos 
résultats révèlent une sensibilité distincte des différentes populations de cellules 
stromales de la moelle osseuse à l’IR et suggèrent qu’un dommage résiduel à long terme 
au microenvironnement peut influencer l’hématopoïèse d’une manière Ink4a/Arf-
dépendante. 
Au cours des dernières décennies, une amélioration significative des modalités de 
traitement des leucémies pédiatriques a permis d’augmenter le taux de survie des patients 
ainsi que leur espérance de vie. Plusieurs années suivant la guérison, on constate 
maintenant que cette population de survivants est atteinte de nombreuses complications. 
En particulier, on observe une forte corrélation entre l’IR et la probabilité de fracture. 
Comme les cellules stromales participent aussi bien à la formation qu’à la résorption 
osseuse, l’induction de leur sénescence par l’irradiation pourrait être à l’origine d’un 
débalancement de l’homéostasie osseuse et entraîner un risque accru de fractures. 
Ainsi, nous avons voulu évaluer si l’IR affecte l’homéostasie osseuse en altérant 
la capacité des cellules stromales de la moelle osseuse à former de l’os. Nous avons 
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démontré que l’IR n’affecte pas la capacité de minéralisation des ostéoblastes (OB) 
matures, mais qu’elle empêche indirectement celle de leurs précurseurs en bloquant leur 
différenciation en OB. Il est donc raisonnable de croire que la formation osseuse sera 
amenée à décliner suivant l’irradiation lorsque de nouveaux OB, dont la durée de vie 
moyenne est de 30 jours, devront être formés à partir des cellules souches 
mésenchymateuses (MSC, en anglais, pour mesenchymal stem cell). Toutefois, 
considérant que l’IR n’induit pas la sénescence de 100% de ces cellules in vivo, ce 
processus risque de survenir longtemps après l’irradiation. En effet, les MSC intactes 
pourront temporairement maintenir l’intégrité du tissu osseux avant d’atteindre un stade 
d’épuisement cellulaire prématuré. Ainsi, l’IR semble capable d’affecter l’homéostasie 
osseuse en altérant la capacité des cellules stromales de la moelle osseuse à former de 
l’os. 
Le deuxième objectif de mes études doctorales visait à déterminer si 
l’homéostasie osseuse peut être affectée de façon cellulaire non-autonome. Nous nous 
sommes d’abord concentrés sur la capacité des cellules stromales à former de l’os. En 
utilisant du milieu conditionné, nous avons démontré que le sécrétome des cellules 
stromales irradiées ne diminue pas le potentiel de minéralisation des MSC. Par ailleurs, 
lorsqu’elles sont transplantées de façon sous-cutanée, ces cellules forment de l’os dans les 
jeunes et les vieilles souris. Pour ce qui est de l’ostéoclastogénèse, elle est retardée par le 
sécrétome des OB irradiés. Par contre, la résorption osseuse est augmentée dans les souris 
âgées ou irradiées depuis huit semaines. Globalement, nos résultats montrent que les 
altérations environnementales dues à l’IR et au vieillissement ne diminuent pas la 
formation osseuse. À l’opposé, le sécrétome des OB sénescents et l’environnement 
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systémique ont des effets antagonistes sur les ostéoclastes, suggérant que l’effet 
systémique observé n’est pas dû aux OB sénescents. Ainsi, l’homéostasie osseuse peut 
être altérée de façon cellulaire non-autonome par l’IR et le vieillissement, mais seulement 
au niveau de la résorption osseuse par les ostéoclastes. La perte de formation osseuse doit 
être due à un effet cellulaire autonome des cellules stromales de la moelle osseuse.  
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hématopoïétiques 
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différentiation des cellules sanguines 
matures 
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M 
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OB-SC : cellules stromales 
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SASP : phénotype sécrétoire associé à la 
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TGF- : transforming growth factor  
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1.0. LA STRUCTURE OSSEUSE 
1.1. L’architecture et la composition 
Le corps humain adulte est constitué de 206 os. Selon leur architecture, ils 
peuvent être classés en cinq catégories, soit les os plats, longs, courts, sésamoïdes et 
irréguliers. Néanmoins, tous les os sont formés de deux structures, soit l’os cortical et l’os 
trabéculaire. L’os cortical est une structure compacte qui constitue la portion externe de 
l’os et dont la porosité est évaluée à 5-30%. L’os trabéculaire, aussi appelé os spongieux 
en raison de son apparence (porosité de 30-90%), forme quant à lui la portion interne de 
l’os. Globalement, l’os cortical représente 80% de la masse osseuse totale chez l’adulte. 
Malgré une surface dix fois supérieure à celle de l’os cortical, l’os trabéculaire ne 
représente que les 20% restants 
1
. Finalement, la cavité intérieure des os est occupée par 
la moelle osseuse : le siège de l’hématopoïèse (Voir la section 2.1 pour une description 
détaillée). 
Le tissu osseux est principalement composé de calcium et de phosphate sous la 
forme de cristaux d’hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2) 
2
 et de collagène de type I. Ce sont 
deux composantes confèrent respectivement aux os rigidité et flexibilité. On retrouve 
aussi, de manière non-exhaustive, l’ostéocalcine (OCN), l’ostéopontine (OPN) la 
sialoprotéine osseuse (Bsp, en anglais, pour bone sialoprotein), le facteur de croissance 
insulinomimétique 1 (IGF-1, en anglais, pour insulin growth factor 1), le facteur de 
croissance fibroblastique et le transforming growth factor  (TGF-) 3,4.  
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On retrouve 3 types de cellules dans le tissu osseux : les ostéocytes, les 
ostéoblastes (OB) et les ostéoclastes (OC). Toutes ces cellules communiquent entre elles 
par l’intermédiaire de prolongements cellulaires 5. 
 
1.2. L’ossification 
L’ossification est l’action de former de l’os. On parle d’ossification primaire 
lorsqu’il y a formation de novo et d’ossification secondaire lorsqu’il y a formation à partir 
d’un os mature. On retrouve le premier phénomène lors du développement de 
l’organisme et lors de la réparation de fractures. Le deuxième intervient plutôt dans le 
maintien de l’intégrité osseuse. 
 
1.2.1. L’ossification primaire 
L’ossification primaire peut être soit intra-membranaire soit endochondrale 6. 
L’ossification primaire intra-membranaire intervient principalement lors de la formation 
des os plats tels que le crâne et les clavicules. L’ossification primaire endochondrale est 
quant à elle associée à la formation des os longs, mais est aussi présente dans les trois 






1.2.1.1. L’ossification intra-membranaire 
L’ossification intra-membranaire 7 débute par la prolifération des MSC situées 
près de vaisseaux sanguins. L’accumulation suffisante de cellules pour former un nodule 
entraîne leur différenciation en ostéoblastes (OB) qui sont les cellules responsables de la 
formation osseuse (Voir section 2.2.1 et 2.2.2 pour une description des OB et de leurs 
précurseurs). Ces OB sécrètent alors du collagène de type I pour produire la matrice 
extracellulaire appelée «ostéoïde». Ce processus s’effectue de l’intérieur du nodule vers 
l’extérieur. Ainsi, certaines cellules sont emprisonnées dans l’ostéoïde et deviennent des 
ostéocytes. Les OB à la périphérie continuent de produire du collagène pour augmenter la 
taille de l’ostéoïde. En parallèle, ils y incorporent du calcium et du phosphate pour former 
du tissu osseux minéralisé. Le grossissement progressif des nodules entraîne leur fusion 
en trabécules et ultimement, la formation d’os «tissé» lorsque toute la surface est 
couverte. On l’appelle ainsi en raison de l’apparence désordonnée des fibres de collagène. 
L’os «tissé» a l’avantage d’être produit rapidement, mais il possède une faible résistance 
mécanique. C’est pourquoi il est ensuite résorbé par les ostéoclastes (OC) (Voir la section 
2.1 pour une description des OC) pour être remplacé par de l’os lamellaire constitué 
d’une superposition de feuillets concentriques de collagène (Figure 1). Ce dernier est 
formé beaucoup plus lentement et est plus résistant. Il nécessite aussi une surface 
relativement plane sur laquelle il est synthétisé, d’où l’importance de l’os «tissé». 
L’apposition de l’os lamellaire mène à la formation d’une structure cylindrique d’environ 
0,2 millimètres de diamètre traversée en son centre par des vaisseaux sanguins et des 





. Les ostéons sont formés dans le sens longitudinal des os et confèrent à l’os sa 
résistance à la torsion. 
 
Figure 1: L'ostéon : structure fonctionnelle fondamentale de l’os cortical 
L’ostéon est une structure cylindrique d’environ 0,2 millimètres de 
diamètre formée dans le sens longitudinal de l’os. Il résulte de l’apposition 
de l’os lamellaire qui est constitué d’une superposition de feuillets 
concentriques de collagène autour de vaisseaux sanguins et de nerfs. 
Adapté de © Nowa Era. 
 
1.2.1.2. L’ossification endochondrale 
L’ossification endochondrale 9 débute par l’agglutination de MSC qui se 
différencient ensuite en chondrocytes. Ces derniers sécrètent du collagène de type I pour 
produire la matrice extracellulaire, ce qui forme un cartilage hyalin respectant la forme de 
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l’os qui sera formé. Celui-ci grossit au fur et à mesure que les chondrocytes prolifèrent et 
produisent plus de matrice. À ce stade, ils deviennent hypertrophiés, cessent de produire 
du collagène et sécrètent la phosphatase alcaline (ALP, en anglais, pour alkaline 
phosphatase) favorisant la minéralisation du cartilage. Enfin, les chondrocytes 
hypertrophiés sécrètent le facteur de croissance des cellules endothéliales vasculaires 
avant d’entrer en apoptose. Les cavités ainsi créées sont envahies par des vaisseaux 
sanguins qui acheminent des cellules hématopoïétiques et des MSC à l’intérieur de l’os. Il 
s’ensuit un processus impliquant les OB et les OC qui mène à la formation de la cavité 
médullaire qui deviendra le siège de l’hématopoïèse. Finalement, le processus 
d’ossification endochondrale est répété dans les deux extrémités de l’os et mène à la 
formation d’os trabéculaire. Le cartilage qui persiste entre les différents foyers 
d’ossification de l’os est nommé «plaque épiphysaire». Durant le développement de 
l’organisme, elle continue à proliférer et à être remplacée par de l’os pour permettre la 
croissance des os longs. 
 
1.2.1.3. L’implant sous-cutané : un modèle d’ossification 
primaire 
Différents modèles d’ossification hétérotopique (aussi appelée «ectopique») ont 
été proposés pour permettre l’étude des mécanismes impliqués dans l’ossification 
primaire. Un des premiers modèles développés consiste en l’implantation intra-
péritonéale d’une chambre de diffusion contenant de la moelle osseuse. Alors que la 
population hématopoïétique résidente décline; la fraction stromale contenue dans la 
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moelle osseuse prolifère, se différencie et forme de l’os dont la structure est typique du 
tissu osseux 
10
. Par contre, même après la formation osseuse, ce modèle ne permet pas le 
développement de l’hématopoïèse. Un autre modèle consiste à injecter des MSC obtenues 
par expansion in vitro dans l’espace sous la capsule rénale. Elles forment alors un os dont 
l’histologie et l’architecture sont identiques à celles d’un os natif. Par ailleurs, alors que 
le tissu osseux, les cellules stromales et les adipocytes proviennent des cellules 
transplantées, l’os est colonisé par les cellules hématopoïétiques de l’hôte 11. Cette 
procédure demande toutefois un haut niveau d’habileté technique et n’est pas sans 
douleur pour l’animal. Enfin, le modèle le plus prisé de nos jours, du fait qu’il remédie 
aux lacunes du modèle précédent, est l’injection sous-cutanée d’un implant contenant les 
cellules stromales. La composition de cet implant varie grandement d’une équipe à 
l’autre : certains utilisent seulement du collagène de type I, d’autres y ajoutent des 
particules d’hydroxyapatite pour fournir un support aux cellules stromales, d’autres ont 
recours à des scaffolds solides en trois dimensions pour permettre une adhérence optimale 
des cellules et finalement, certains vont même jusqu’à ajouter des cellules endothéliales 
pour stimuler l’angiogénèse 12-14. 
 
1.2.2. L’ossification secondaire 
L’ossification secondaire fait référence au remodelage osseux présent dans les os 
matures. Elle fait intervenir l’action concertée des OB et des OC. On parle ainsi 
d’homéostasie osseuse, c’est-à-dire l’équilibre entre la formation et la résorption osseuse. 
Le remodelage osseux est nécessaire pour le maintien des fonctions mécaniques et 
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biologiques de l’os. Au niveau mécanique, les os protègent les organes internes et 
participent au maintien de la structure du corps 
15
. Le remodelage osseux est donc 
nécessaire pour réparer les microfissures produites quotidiennement et pour façonner le 
squelette durant la phase de croissance ou en réponse à des contraintes mécaniques. Au 
niveau biologique, les os servent entre autres de réserve pour certains minéraux et 
facteurs de croissance 
9
. L’action des OB et des OC permet donc de répondre aux besoins 
de l’organisme en séquestrant ou en libérant ces différentes molécules. 
 
2.0. LE MICROENVIRONNEMENT OSSEUX 
2.1. Les cellules souches hématopoïétiques et l’hématopoïèse 
Le système hématopoïétique est constitué par l’ensemble des cellules sanguines et 
de leurs précurseurs. La formation de nouvelles cellules sanguines est un processus 
physiologique nommé «hématopoïèse». Il survient dans différents organes selon le stade 
de développement de l’organisme. D’abord dans le sac vitellin chez l’embryon, elle est 
relocalisée à la région mésodermique aorta-gonad-mesonephros, puis au foie fœtal et 
enfin à la moelle osseuse lorsque celle-ci est formée (Figure 2) 
16
. Certaines cellules 
subissent ensuite une maturation et une activation dans les organes secondaires (rate, 
thymus et ganglions lymphatiques). L’hématopoïèse normale est un processus qui assure 








Figure 2: Sites de l'hématopoïèse selon le stade de développement de 
l'organisme 
L’hématopoïèse survient d’abord dans le sac vitellin (yolk sac), puis dans 
la région mésodermique aorta-gonad-mesonephros (AGM) chez 
l’embryon. Elle est ensuite relocalisée au foie et enfin, à la moelle osseuse 
lorsque celle-ci est formée chez le foetus. La moelle osseuse demeure le 







L’hématopoïèse est assurée par les cellules souches hématopoïétiques (HSC, en 
anglais, pour hematopoietic stem cells) qui sont des cellules multipotentes très rares étant 
donné leur fréquence d’environ 1 sur 10 000 dans la moelle osseuse de la souris 18. Elles 
génèrent en moyenne 2,4X10
8
 nouvelles cellules chaque jour, une tâche rendue possible 
grâce à leur capacité d’auto-renouvellement 19. Cette dernière consiste en une division 
cellulaire asymétrique qui donne naissance à deux cellules-filles, dont l’une est identique 
à la HSC initiale et l’autre est destinée à se différencier. Sans cette capacité particulière, 
toutes les cellules proliféreraient jusqu’à donner des cellules matures et il y aurait vite 
épuisement de cellules immatures pour perpétuer le processus. Cette aptitude qui 
caractérise toute cellule souche permet donc de maintenir une population de cellules non 
différenciées apte à produire des cellules sanguines pour toute la durée de vie de 
l’organisme. 
La division cellulaire asymétrique peut être intrinsèque ou extrinsèque (Figure 3). 
Dans le premier cas, le devenir des deux cellules est contrôlé par un transfert inégal du 
matériel génétique de la cellule mère, favorisant la prolifération d’une d’entre elles. Dans 
le deuxième, la division génère deux cellules-filles au potentiel développemental 
identique (deux HSC), mais l’une d’elles est influencée par des signaux extérieurs qui 
induisent sa différenciation 
20
. Au besoin, les HSC peuvent aussi subir une division 
symétrique résultant en deux cellules souches ou deux cellules différenciées. Par 
exemple, en cas d’hémorragie, les HSC favoriseront la production de deux cellules 
différenciées pour reconstituer le système plus efficacement. Cela aura pour conséquence 
de diminuer le nombre de HSC. On assistera alors à une série de divisions symétriques 






Figure 3: Division asymétrique des cellules souches hématopoïétiques 
La division asymétrique donne naissance à une cellule souche 
hématopoïétique identique à la cellule-mère et à une autre cellule destinée 
à se différencier en cellule hématopoïétique mature. (a) Division 
asymétrique intrinsèque due au transfert asymétrique du matériel génétique 
de la cellule souche hématopoïétique. (b) Division asymétrique 
extrinsèque due aux signaux extérieurs menant à la différenciation d’une 






2.2. Le système hématopoïétique : spécialisation des HSC 
Le système hématopoïétique est constitué de deux classes de cellules. Le terme 
«lymphoïde» fait référence à la lymphe et à sa principale composante cellulaire, les 
lymphocytes. Par exclusion, les cellules non-lymphoïdes sont regroupées sous le terme 
«myéloïde» qui fait référence à leur origine dans la moelle osseuse. On a d’abord supposé 
que les HSC constituaient une population homogène et donc, que chaque HSC avait le 
même potentiel de se différencier dans ces deux lignées. Cependant, les travaux de 
Müller-Sieburg ont modifié cette vision en démontrant que certaines populations de HSC 
ont des patrons de repopulation distincts et prédéterminés de façon épigénétique 
22
. Cela a 
permis d’identifier 3 sous-types de HSC selon qu’elles sont biaisées envers la lignée 
lymphoïde, la lignée myéloïde ou qu’elles n’ont pas de biais. Cette dernière catégorie, qui 
sert de point de référence, est considérée «balancée» et correspond au ratio 
myéloïde/lymphoïde retrouvé dans le sang de souris saines. Chez la souris C57BL/6, il 
est d’environ 1:5. Leurs travaux ont également démontré que les HSC biaisées pour la 
lignée myéloïde ont une capacité d’auto-renouvellement supérieure à celles biaisées pour 
la lignée lymphoïde, une caractéristique qui pourrait bien expliquer la proportion accrue 
de cellules myéloïdes observée durant le vieillissement 
23-25
  
Parmi les cellules capables de générer ces deux lignées, on retrouve trois 
populations distinctes selon l’intervalle de temps pendant lequel elles peuvent 
reconstituer l’organisme (Figure 4). Il s’agit des HSC ayant un effet à long terme (LT-
HSC, en anglais, pour long-term HSC), des HSC ayant un effet à court terme (ST-HSC, 
en anglais, pour short-term HSC) et des cellules progénitrices hématopoïétiques (HPC, en 
13 
 
anglais, pour hematopoietic progenitor cells) qui agissent à très court terme 
26
. 
Concrètement, les HSC ont la capacité de reconstituer les lignées lymphoïde et myéloïde 
dans le sang périphérique à des niveaux détectables établis arbitrairement à 1% et ce, 16 
semaines après la transplantation 
27
. Les ST-HSC maintiennent leur effet pendant 
quelques semaines seulement alors que les LT-HSC le maintiennent pendant plusieurs 
mois 
28
. Cela serait dû à l’état prolifératif soutenu des ST-HSC, par opposition à la 
prolifération sporadique des LT-HSC 
29
. Enfin, les HPC n’ayant pas de capacité d’auto-
renouvellement, elles repopulent le système pendant les premières semaines, mais jamais 






Figure 4: Voies de différentiation hématopoïétique 
Arborisation des voies de différenciation des cellules souches 
hématopoïétiques de la moelle osseuse. LT-HSC, HSC avec un potentiel 
de renouvellement à long terme; ST-HSC, HSC avec un potentiel de 
renouvellement à court terme; MPP, cellule progénitrice multipotente aussi 
appelée cellule progénitrice hématopoïétique; CMP, progéniteur myéloïde 
commun; CLP, progéniteur lymphoïde commun; MEP, progéniteur 
mégacaryocytaire et érythrocytaire; GMP, progéniteur granulocytaire et 






C’est au stade de HPC qu’on constate une arborisation de l’hématopoïèse. En 
effet, ces derniers peuvent se différencier en cellules progénitrices communes à la lignée 
lymphoïde (CLP, en anglais, pour common lymphoid progenitor) ou en cellules 
progénitrices communes à la lignée myéloïde (CMP, en anglais, pour common myeloid 
progenitor). De façon générale, la lignée lymphoïde participe à la réponse immunitaire 
adaptative alors que la lignée myéloïde participe à la réponse immunitaire innée. 
 
2.2.1. La différenciation lymphoïde 
Les CLP génèrent les cellules matures suivantes : les lymphocytes B et T (via une 
série d’intermédiaires immatures), les cellules dendritiques plasmacitoïdes et les cellules 
natural killers. En contrepartie, les cellules matures engendrées par les CMP sont les 
érythrocytes, les mégacaryocytes, les monocytes, les macrophages, les cellules 
granulocytaires (neutrophiles, éosinophiles et basophiles) et les cellules dendritiques 
myéloïdes. La production de ces cellules matures implique la perte progressive de 
potentialité des progéniteurs. Les CMP évoluent en progéniteurs bipotents pour les 
mégacaryocytes et les érythrocytes ou pour les granulocytes et les macrophages avant de 
se différencier davantage en progéniteurs unipotents et enfin, en cellules matures. La 
maturation des éosinophiles, des basophiles et des cellules dendritiques myéloïdes fait 





2.2.2. La différenciation myéloïde et sa régulation 
Les monocytes et les macrophages de la lignée myéloïde peuvent subir une étape 
de maturation supplémentaire. En effet, ils peuvent fusionner et former des ostéoclastes 
(OC). Ces cellules multinucléées ont été identifiées en 1873 par Kölliker, mais ce n’est 
qu’au milieu des années 1980 que leur origine myéloïde a été rapportée 31. Elles sont 
caractérisées par leur grande taille et une forte expression de la phosphatase alcaline 
résistante au tartrate (TRAP, en anglais, pour tartrate resistant acid phosphatase) et de la 
cathepsine K, deux enzymes responsables de leur activité de résorption osseuse. 
L’ostéoclastogénèse fait intervenir quatre protéines (Figure 5). D’abord, le facteur 
stimulant la formation de colonies de macrophages (M-CSF, en anglais, pour 
macrophage colony-stimulating factor) se lie au récepteur tyrosine kinase M-CSFR au 
niveau des précurseurs ostéoclastiques pour induire leur prolifération. Un second signal 
est ensuite nécessaire pour permettre la différentiation et la fusion en OC : trois membres 
de la famille du facteur de nécrose tumorale et de ses récepteurs interviennent alors, soit 
le récepteur activateur du facteur nucléaire kappa B (RANK), le ligand du RANK 
(RANKL) et l’ostéoprotégérine (OPG). Le RANKL se lie au RANK situé sur les 
précurseurs ostéoclastiques pour induire leur fusion 
32,33
 tandis que l’OPG est un 
récepteur inhibiteur soluble qui se lie au RANKL pour empêcher son interaction avec 







Figure 5: Facteurs impliqués dans l'ostéoclastogénèse 
La liaison du RANKL (ligand du récepteur activateur du facteur nucléaire 
kappa B) au RANK (récepteur activateur du facteur nucléaire kappa B) 
situé sur les précurseurs ostéoclastiques est nécessaire pour induire leur 
fusion. L’ostéoclastogénèse peut être bloquée par la liaison du récepteur 
inhibiteur soluble OPG (ostéoprotégérine) au RANKL pour empêcher son 
interaction avec RANK. Le M-CSF (facteur stimulant la formation de 
colonies de macrophages, non identifié sur le schéma) est requis tout au 
long du processus pour la prolifération, la différenciation et la fusion des 






2.2.3. L’identification des cellules hématopoïétiques murines 
Il est possible d’identifier les différents types de cellules hématopoïétiques 
murines en se basant sur l’expression spécifique de certaines protéines membranaires. Par 
exemple, on peut identifier une population enrichie en HSC à l’aide d’une combinaison 
de marquages positifs et négatifs. Étant donné la rareté des HSC, la première étape 
consiste à éliminer les cellules exprimant des marqueurs associés à l’état de 
différentiation des cellules sanguines matures comme CD3, CD4, CD8 (lymphocytes T), 
B220 (lymphocytes B), CD11b, Gr-1, Ter119 (cellules myéloïdes). La population ainsi 




 ou L) en référence à l’absence de 
différentiation 
27
. Parmi celle-ci, les cellules positives pour le récepteur du facteur des 
cellules souches (SCF, en anglais, pour stem cell factor), c-Kit (aussi CD117 ou K), et 
pour l’antigène 1 des cellules souches (Sca-1 ou S, en anglais, pour stem cell antigen 1) 







ou plus simplement, KSL. Plusieurs marquages complémentaires ont été proposés pour 
raffiner les critères d’identification des HSC. Toutefois, c’est la découverte de deux 
membres de la famille des molécules de signalisation d’activation lymphocytaire (SLAM, 





, qui a été l’avancée la plus significative. En effet, l’expression 
membranaire de CD150 sur les HSC est moins affectée par l’âge et le fond génétique de 
la souris que la majorité des molécules proposées et permet leur identification à l’aide 
d’un nombre restreint de molécules 27. Un marquage Lin-, Sca-1+, c-Kit+, CD150+, CD48- 
permet ainsi de circonscrire les HSC. 
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Lorsqu’elles se différencient en HPC, les HSC perdent l’expression du CD150, 












. Lorsque les HPC se 
différencient à leur tour en CLP, on observe une diminution de Sca-1 et de c-Kit et 
l’expression du récepteur de l’IL-7 (IL-7R) 18. Ainsi, les CLP se caractérisent par les 








, où «dim» signifie une expression 
faible de la molécule d’intérêt. Enfin, les CMP conservent l’expression de c-Kit, mais 
perdent complètement l’expression de Sca-1 et acquièrent celle du récepteur 1 alpha Fc 
epsilon (FcRI). 
Une fois engagées dans la voie de différentiation en lymphocyte B, les cellules 
acquièrent et conservent l’expression de la protéine tyrosine phosphatase C de type 
récepteur (aussi CD45R). On la retrouve sous une forme hautement glycosylée sur les 
lymphocytes B, d’où l’appellation B220 en raison de son poids moléculaire 36. La forme 
B220 est aussi présente à la surface des cellules T activées, de rares cellules dendritiques 
et de quelques autres cellules présentatrices d’antigènes, mais ces populations 
représentent une fraction négligeable. Le B220 semble donc un marqueur intéressant pour 
étudier l’engagement lymphocytaire B. 
Une fois engagées dans la voie de différentiation en lymphocyte T, les cellules 
expriment le CD3, un co-récepteur faisant partie de la superfamille des 
immunoglobulines. Ce dernier participe à la formation du complexe du récepteur des 
cellules T nécessaire à leur activation. En outre, il est exclusivement retrouvé sur les 
lymphocytes T, à l’exception d’une sous-population de cellules de Purkinje. Ainsi, le 
CD3 permet d’étudier l’engagement lymphocytaire T dans son intégralité. 
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Les cellules de la lignée myéloïde sont caractérisées par la présence de l’intégrine 
hétérodimérique M2 à la membrane cytoplasmique. La sous-unité M, aussi appelée 
CD11b, est responsable de l’adhésion leucocytaire lors de la réponse inflammatoire 37. De 
part sa large distribution, le CD11b est un marqueur intéressant pour étudier 
l’engagement myéloïde. Il n’est toutefois pas exclusif puisqu’il est aussi exprimé par les 




2.3. La niche hématopoïétique 
2.3.1. La définition 
Le concept de niche hématopoïétique a été décrit pour la première fois en 1978 
par Schofield comme étant une région à l’intérieur de la moelle osseuse contenant des 
types cellulaires capables de maintenir le potentiel d’auto-renouvellement des cellules 
souches hématopoïétiques et ce, tout au long de la vie de l’organisme 38. Selon la 
définition initiale, il s’agissait ni plus ni moins que d’un compartiment capable de 
supporter physiquement les HSC. Depuis, le concept de niche a évolué tant au niveau de 
la caractérisation des cellules et structures qui la composent que des interactions qui la 
régissent. En effet, la niche hématopoïétique est en mesure de moduler l’activité des HSC 
par contact direct ou par la sécrétion de divers facteurs et cytokines. Les dernières années 
ont également vu l’apparition des concepts de niche endostéale et vasculaire, deux 
compartiments distincts à l’intérieur de la moelle osseuse (Figure 6). La niche endostéale, 
parfois nommée niche ostéoblastique, est composée d’OB en étroit contact avec l’os 35. 
Plusieurs études ont démontré plus spécifiquement que les OB fusiformes exprimant la 
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protéine d’adhésion N-cadhérine y interagissent avec les LT-HSC 39-41. La niche 
vasculaire est quant à elle située dans la moelle osseuse, près des vaisseaux sanguins dont 
l’endothélium sinusoïdal sert de support aux ST-HSC et aux HPC actives 15. Suivant un 
dommage ou un stress, les LT-HSC peuvent également s’y retrouver pour participer à la 
reconstitution du système hématopoïétique 
42
. Ces différentes observations corroborent 
l’hypothèse selon laquelle la niche endostéale fournirait un microenvironnement 
quiescent aux HSC alors que la niche vasculaire favoriserait leur prolifération et leur 
différentiation 
15
. Dans une niche comme dans l’autre, plusieurs autres types de cellules 
participent à la régulation de l’activité des HSC. On retrouve différentes cellules 
stromales (MSC, adipocytes, cellules réticulaires exprimant abondamment CXCL12), 
mais aussi des cellules hématopoïétiques matures (mégacaryocytes, macrophages, 
ostéoclastes) 
35
. Outre leur constitution cellulaire, ces deux niches divergent également au 
niveau de leur oxygénation. En effet, de par sa proximité des vaisseaux, la niche 
vasculaire est plus oxygénée 
15
. À l’inverse, la niche endostéale est hypoxique 43; une 
caractéristique qui a été associée avec le maintien de la quiescence et du potentiel d’auto-







Figure 6: Le concept de niche vasculaire et endostéale 
La niche endostéale, ou niche ostéoblastique, est située près de l’os tandis 
que la niche vasculaire est en contact avec les vaisseaux sanguins dans la 
moelle osseuse. HSCs, cellules souches hématopoïétiques; HPCs, cellules 




2.3.2. Les cellules souches mésenchymateuses 
Dans les années 1960, McCulloch et Till ont démontré la présence de cellules 
stromales ayant un potentiel d’expansion clonale à l’intérieur de la moelle osseuse de 
souris  
46,47
. Friedenstein et collègues ont ensuite développé une méthode ex vivo pour 
étudier ces cellules en se basant sur leur capacité à adhérer rapidement au plastique des 
pétris de culture et à former des colonies fibroblastiques (CFU-F, en anglais, pour colony-
forming units-fibroblast) 
48,49
. Des cellules stromales aux propriétés similaires ont aussi 




. Suite à une stimulation avec des milieux de culture spécifiques, elles ont démontré 
une capacité de différentiation in vitro en plusieurs types cellulaires tels que les OB, les 
adipocytes, les chondrocytes, les cellules musculaires lisses et les cellules neuronales 
52,53
. In vivo, elles peuvent être recrutées aux sites de lésions tissulaires pour aider à la 
réparation. Elles y servent de support et sécrètent des facteurs de croissance et des 
cytokines qui favorisent la prolifération et la survie des cellules spécialisées des tissus et 
organes endommagés 
54-56
. Elles semblent aussi être capables de restaurer l’intégrité du 
tissu lésé en fusionnant/transdifférenciant en cellules spécialisées 
57
. 
Ainsi, en se basant sur leur capacité d’auto-renouvellement (potentiel CFU-F) et 
leur aptitude à se différencier en plusieurs types cellulaires (multipotence), ces cellules 
stromales ont été nommées «cellules souches mésenchymateuses». Toutefois, cette 
population s’avère être hétérogène. En effet, en transplantant individuellement les 
cellules ayant formé des CFU-F, le groupe de Robey a démontré que seulement 60% 
avaient la capacité de former de l’os 58. Ces résultats suggèrent que seule une fraction des 
MSC possède réellement les propriétés des cellules souches. Bien que l’acronyme MSC 
soit utilisé par l’ensemble des gens travaillant dans le domaine, sa définition initiale ne 
fait pas l’unanimité. On lui préfère «mesenchymal stromal cells», «marrow stromal cells» 
ou «multipotent stromal cells». Dans le cadre de cette thèse, le terme BM-SC (en anglais, 
pour bone marrow-derived stromal cells) est préconisé pour faire référence aux cellules 
stromales dérivées de la moelle osseuse. 
Les BM-SC constituent une population hétérogène qu’il est possible d’isoler 
directement de la moelle osseuse grâce à leur capacité à adhérer au plastique. Il existe 
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toutefois des BM-SC qui ne présentent pas cette aptitude 
59
. Au niveau phénotypique, leur 
analyse par cytométrie en flux n’a pas permis de mettre en évidence un marqueur unique, 
mais plutôt une combinaison de molécules de surface permettant leur identification. Elles 
sont entre autres positives pour CD44, CD73, CD90, CD105 et CD106 et négatives pour 
des marqueurs associés aux cellules endothéliales (CD31, CD133) et hématopoïétiques 
(CD14, CD34, CD45, Ter119) 
60
. Récemment, de nouveaux marqueurs permettant 
d’identifier une population de BM-SC davantage enrichie en cellules souches ont été 
identifiés. Il a ainsi été déterminé que l’ajout d’une des quatre molécules suivantes à la 
combinaison déjà établie augmente la proportion de cellules ayant un fort potentiel CFU-
F dans la population isolée. Il s’agit de la protéine filamentaire nestine 61, de la protéine 
STRO-1 
62,63
, du récepteur alpha du facteur de croissance dérivé des plaquettes 
64
 et de la 
molécule d’adhésion cellulaire du mélanome (aussi appelée CD146) 14. Néanmoins, la 
détermination du profil phénotypique des BM-SC demeure une tâche ardue puisque 
l’expression de certains de leurs marqueurs de surface semble fluctuer en réponse au 
microenvironnement, tant in vitro qu’in vivo 65. 
 
2.3.3. Les ostéoblastes 
Les OB proviennent de la différentiation des BM-SC. Plusieurs observations in 
vivo suggèrent qu’un équilibre régit l’ostéoblastogénèse et l’adipogénèse à partir de ces 
progéniteurs. Par exemple, les souris hétérozygotes pour le récepteur gamma activé par 
les proliférateurs des peroxisomes (Pparg
+/-
), un facteur de transcription associé à 
l’adipogénèse, ont une masse osseuse supérieure à celle des souris de type sauvage; les 
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BM-SC extraites de souris invalidées pour le gène Pparg ont un potentiel ostéogénique 
accru; ou encore, le traitement de souris avec un agoniste de PPAR entraîne une perte de 
la densité osseuse 
66-68
. En outre, il a été démontré que les BM-SC expriment à la fois, les 
facteurs de transcription associés à l’adipogénèse (la protéine de liaison alpha activatrice 
du motif CCAAT (C/EBP et PPAR) et à l’ostéogénèse (le facteur de transcription 2 
lié à runt (Runx2), l’homologue 2 de l’homéoboîte msh (Msx2), l’ostérix (Osx) et le 
distal-less homeobox 5 (Dlx5)). Ceux-ci seraient toutefois exprimés à de faibles niveaux 
dus à un rétrocontrôle négatif 
69
. Un débalancement de cet équilibre entraîne la 
différenciation des BM-SC. Par exemple, l’activation de la voie de signalisation 
canonique de Wingless (Wnt) favorise l’ostéoblastogénèse en inhibant les facteurs 
adipocytaires C/EBP et PPAR et en induisant les facteurs ostéoblastogéniques Runx2, 
Dlx5 et Osx 
53,69





Figure 7: Voies de différentiation des BM-SC 
Les BM-SC peuvent se différencier en adipocytes, ostéoblastes ou 
chondrocytes. MSC, cellule stromale mésenchymateuse; PPAR, récepteur 
gamma activé par les proliférateurs des peroxisomes; C/EBP ou /, 
protéine de liaison alpha ou bêta/delta activatrice du motif CCAAT; 
Runx2, facteur de transcription 2 lié à runt; Msx2, homologue 2 de 
l’homéoboîte msh; Osx, ostérix; Dlx5, distal-less homeobox 5; OPG, 
ostéoprotégérine; RANKL, ligand du récepteur activateur du facteur 




Les OB formés par la différentiation des BM-SC sont responsables de la 
formation osseuse in vivo via la production de protéines de la matrice extracellulaire et la 
minéralisation osseuse. Ils produisent entre autres la BSP, l’OCN, l’OPN et le collagène 
de type I et expriment fortement l’ALP 4. Il est possible d’obtenir des cellules stromales 
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ostéoblastiques dérivées de l’os (OB-SC, en anglais, pour bone-derived osteoblast-like 
stromal cells) par la mise en culture de fragments osseux dénués de moelle osseuse. 
Alternativement, on peut aussi en isoler en digérant à la collagénase les os vidés de leur 






 des cellules extraites par ce procédé constitue 
les OB-SC 
71
. Outre leur localisation qui diffère, les OB-SC ont sensiblement le même 
profil phénotypique que les BM-SC. Ainsi, elles sont également positives pour les 
marqueurs de surface CD44, CD90 et CD105 
72
. Cette réalité rend difficile l’attribution 
des effets observés in vivo à une population particulière de cellules stromales. 
 
2.4. L’implication fonctionnelle du stroma 
Contrairement à plusieurs tissus où les cellules effectrices sont majoritairement 
entourées de matrice extracellulaire, l’architecture de la moelle osseuse favorise les 
contacts directs entre cellules stromales et hématopoïétiques. Au-delà d’une simple 
fonction de support physique, cette réalité suggère l’existence d’interactions entre les 
deux systèmes cellulaires. Trentin a été le premier à proposer ce concept en 1971 avec sa 
théorie du hematopoietic inductive microenvironment selon laquelle la moelle osseuse 
serait séparée en plusieurs compartiments dont chacun serait responsable de la maturation 
d’un seul type de cellules hématopoïétiques 73. Les décennies qui ont suivies ont permis 
de mettre en évidence une multitude d’interactions régulant les fonctions stromales et 
hématopoïétiques. Considérant l’objectif de cette thèse, seule la régulation des fonctions 




2.4.1. Le rôle du stroma dans la régulation de l’hématopoïèse 
Deux des principales fonctions hématopoïétiques pour lesquelles le rôle du stroma 
est étudié sont le maintien du nombre de HSC et de leur quiescence. Différentes 
altérations génétiques du compartiment ostéoblastique ont permis de mettre en lumière sa 
relation avec les HSC. Par exemple, une mutation spontanée entraînant la perte de la 
forme membranaire du SCF chez la souris steel-Dickie altère le développement des OB-
SC. Il en résulte un retard de formation osseuse et une diminution de la masse osseuse 
74
. 
Au niveau hématopoïétique, cela entraîne un déficit de la capacité d’auto-renouvellement 
des HSC et une érythropoïèse compromise. La transplantation des HSC steel-Dickie dans 
une souris de type sauvage ayant un microenvironnement intact restaure ces deux 
fonctions 
75
. Ainsi, le défaut hématopoïétique n’est pas cellulaire autonome, mais est 
plutôt dû à la modification de la niche. 
À l’aide d’un modèle génétique de délétion conditionnelle des OB-SC, Visnjic et 
collègues ont pu caractériser davantage la relation qui existe entre ces cellules stromales 
et les HSC 
76,77
. Ils ont introduit le gène de la thymidine kinase sous le contrôle du 
promoteur Col11 qui est responsable de l’expression du collagène 1 de type I. Ainsi, 
bien que ce gène soit introduit dans tout le génome, son expression est restreinte aux 
cellules qui produisent ce type de collagène, soit les OB. L’administration de ganciclovir 
à ces souris entraîne donc l’apoptose spécifique des OB puisque ce sont les seules 
cellules à exprimer la thymidine kinase. On observe alors une perte osseuse progressive 
qui est accompagnée par une diminution de la cellularité de la moelle osseuse, incluant 
une réduction du nombre de cellules de type KSL. La force de ce modèle résidant dans 
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son caractère réversible, la restauration de l’hématopoïèse a été observée en 
concomitance avec le retour des OB-SC lors du retrait de la drogue. Ces deux modèles, 
de concert avec plusieurs autres revus par Wilson et Trumpp, ont permis de déterminer 
que le nombre d’OB-SC, ou du moins une sous-population immature de ceux-ci, module 
la taille et l’activité du compartiment de HSC 21. 
De nombreuses études ont également investigué les interactions entre les cellules 
stromales et hématopoïétiques au niveau moléculaire. De façon non-exhaustive, le 
maintien de la quiescence des HSC fait intervenir la liaison de l’angiopoïétine 1 au 
récepteur Tie2 des HSC 
40
; du facteur 1 alpha dérivé des cellules stromales (SDF-1, en 
anglais, pour stromal-derived factor 1 ou CXCL12) au récepteur CXCR4 des HSC 78,79; 
de Jagged 1 au récepteur Notch 1 des HSC 
80,81
 et de membres de la famille Wnt aux 
récepteurs Frizzled des HSC 
81
. En outre, les cellules stromales agissent aussi 
indirectement via la production de matrice extracellulaire. Par exemple, les niveaux 
d’OPN dans celle-ci sont inversement corrélés avec le nombre de HSC trouvés dans la 
niche 
82,83
 et la présence du protéoglycane agrin est essentielle à la survie et à la 




2.4.2. Le trafic des HSC 
La niche hématopoïétique contrôle le trafic des HSC de trois façons. Elle peut 
favoriser leur rétention dans la niche, leur mobilisation vers la circulation sanguine ou 
leur retour dans la niche (aussi appelé nichage). Cette régulation se fait par la modulation 
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d’une panoplie de molécules d’adhésion, cytokines et facteurs de croissance (Figure 8). 
L’expression de la molécule d’adhésion N-cadhérine (N-cad) et de plusieurs intégrines 
est entre autres augmentée suivant l’activation de Tie2 par l’angiopoïétine 1 pour 
renforcer la rétention des HSC dans la niche 
40
. La présence de la molécule 1 d’adhésion 
cellulaire vasculaire (VCAM-1, en anglais, pour vascular cell adhesion molecule 1 ou 
CD106) à la surface des cellules stromales est aussi très importante pour l’ancrage des 
cellules hématopoïétiques via le very late antigen-4 
85
. Lorsque la mobilisation est 
nécessaire, le stroma sécrète le facteur stimulant la formation de colonies de granulocytes 
(G-CSF, en anglais, pour granulocyte colony-stimulating factor). Ce dernier entraîne la 
production de protéases telles que la peptidase CD26 et l’élastase des neutrophiles afin de 
cliver des molécules d’adhésion comme VCAM-1 et SDF-186-89. Plusieurs autres 
molécules dont le SCF el l’IL-8 ont aussi un potentiel mobilisateur 90. À l’inverse, la 




Figure 8: Interactions cellulaires dans la niche hématopoïétique 
Représentation schématique des principales interactions identifiées entre 
les cellules stromales de la niche hématopoïétique et les HSC. Tiré avec 




Cette capacité qu’ont les HSC de retourner dans leur niche est à la base du 
concept de transplantation de moelle osseuse (BMT, en anglais, pour bone marrow 
transplantation). Il est ainsi possible d’administrer des cellules hématopoïétiques de 
façon intraveineuse (iv) et les HSC vont naturellement retourner dans leurs niches pour 
repopuler le système hématopoïétique du receveur. En outre, il n’est pas nécessaire de 
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purifier les HSC puisque ces cellules nichent de façon différentielle selon leur état de 
maturation 
92
. Par ailleurs, l’injection concomitante de cellules matures est souhaitée 
puisque ces cellules permettent de maintenir les fonctions hématopoïétiques à court terme 
en attendant la reconstitution permanente par les HSC. 
 
2.4.3. L’homéostasie osseuse 
L’homéostasie osseuse est un équilibre entre la formation et la résorption osseuse 
par les OB et les OC, respectivement. En plus de cette participation directe au 
remodelage osseux, la niche y contribue indirectement par son rôle dans 
l’ostéoclastogénèse. Alors que le RANK est situé sur les précurseurs ostéoclastiques, le 
M-CSF, le RANKL et l’OPG proviennent d’effecteurs externes. L’utilisation de souris 
op/op a contribué à l’identification de certains d’entre eux. L’incapacité de ces souris à 
produire du M-CSF fonctionnel est à l’origine de leur ostéopétrose. Il s’agit d’une 
pathologie caractérisée par un durcissement et une augmentation de la densité des os. Il a 
été démontré que des OB-SC extraits de souris de type sauvage induisent des précurseurs 
ostéoclastiques provenant de souris op/op à se différencier en OC 
93
. La situation inverse, 
soit des OB-SC op/op et des précurseurs ostéoclastiques de type sauvage, ne permet pas 
la formation d’OC, sauf avec l’ajout de M-CSF exogène. Ces résultats, ainsi que d’autres 
obtenus avec des BM-SC 
33
, indiquent que les cellules stromales, mais en particulier les 
OB-SC, produisent le facteur de croissance M-CSF nécessaire à l’ostéoclastogénèse. 
Le RANKL est exprimé à la membrane des BM-SC et des OB-SC. Cette 
conclusion découle du fait que le contact cellulaire entre ces cellules stromales et les 
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précurseurs ostéoclastiques est nécessaire pour la formation d’OC in vitro 94,95. Les 
lymphocytes T activés produisent également du RANKL comme en témoigne leur 
capacité à former des OC in vitro 
96
. De plus, le RANKL provenant de l’activation 
systémique des lymphocytes T est responsable de la perte osseuse observée dans un 
modèle d’arthrite chez le rat 96. Par contre, étant donné que les souris déficientes en 
lymphocytes T n’ont pas de défaut osseux, il est probable que le RANKL provenant de 
ces cellules ne soit pas impliqué dans l’homéostasie osseuse en condition physiologique 
32
. Les ostéocytes, soit les ostéoblastes qui ont été piégés dans la matrice osseuse, 
produisent aussi du RANKL à des niveaux supérieurs aux BM-SC et OB-SC in vitro et 
ont un potentiel ostéoclastogénique accru 
97
. Par ailleurs, la délétion spécifique du 
RANKL dans ces cellules in vivo entraîne une sévère ostéopétrose ce qui confirme 
l’importance des ostéocytes dans la formation des OC 97,98. Étonnamment, la délétion 
spécifique du RANKL dans les ostéoprogéniteurs (un stade du développement situé entre 
les BM-SC et les OB-SC matures) n’altère pas le remodelage osseux. En revanche, le 
RANKL provenant des OB-SC matures et des chondrocytes hypertrophiques est essentiel 
pour le développement osseux 
98
.  
Le récepteur inhibiteur OPG est majoritairement sécrété par les cellules stromales 
et les lymphocytes B 
99,100
. Par ailleurs, ces derniers sont responsables de 64% de la 
production totale d’OPG dans la moelle osseuse, la majeure partie (45%) provenant des 
lymphocytes B matures. De plus, des souris déficientes en lymphocytes B présentent une 
carence en OPG et sont ostéoporotiques, un état qui peut être restauré par la 





2.4.4. La pathophysiologie 
Si le microenvironnement osseux est capable de moduler les fonctions 
hématopoïétiques, alors il est plausible de croire d’un défaut dans ce compartiment puisse 
altérer ces mêmes fonctions. Walkley et collègues ont apporté une première preuve 
supportant cette hypothèse en démontrant qu’un microenvironnement déficient pour le 
récepteur  de l’acide rétinoïque induit un syndrome myéloprolifératif 102. En effet, 
lorsque des cellules hématopoïétiques provenant d’une souris de type sauvage sont 
transplantées dans une souris déficiente pour ce récepteur, elles perpétuent ce phénotype 
en réponse au microenvironnement. L’altération de la niche osseuse par la délétion 
spécifique de la protéine Dicer1 dans les ostéoprogéniteurs murins a aussi révélé une 
régulation anormale des cellules hématopoïétiques. En effet, on assiste au développement 
d’un syndrome myélodysplasique pouvant induire une leucémie myéloïde aiguë 103. 
Enfin, différentes modifications du microenvironnement ont été associées à l’incidence 
de myélofibroses primaires, néoplasmes myéloprolifératifs et myélomes multiples 
104
. 
Ces résultats soulèvent une question quant à savoir si des altérations du 
microenvironnement pourraient expliquer certains changements hématopoïétiques 
observés dans le vieillissement, tels que la proportion accrue de cellules myéloïdes ou 
l’efficacité réduite de prise de greffe 25. Pour y répondre, Mayack et collègues ont incubé 
pendant 36 heures des HSC/HPC avec des OB-SC provenant de souris jeunes ou âgées. 
Ils ont ensuite analysé leur potentiel après transplantation 
105
. Cette expérience a permis 
de reproduire le débalancement myéloïde/lymphoïde observé dans le vieillissement, ainsi 
que la prise de greffe diminuée des HSC/HPC. Dans le même ordre d’idées, Liang et 
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collègues ont démontré que les HPC de vieilles souris ont une capacité de nichage deux à 
trois fois inférieure à celle des HPC de jeunes souris. Cette conséquence peut à la fois 
comporter une composante intrinsèque et extrinsèque 
106
. Toutefois, ils ont également 
démontré une réduction du nichage de jeunes HPC dans la moelle osseuse de vieilles 
souris, un effet indubitablement lié à l’altération du stroma. Ainsi, l’intégrité du 
microenvironnement osseux est importante pour le maintien des fonctions 
hématopoïétiques. 
 
3.0. LA SÉNESCENCE CELLULAIRE 
3.1. Le concept et les types de sénescence cellulaire 
Le concept de sénescence cellulaire a été décrit pour la première fois en 1965 par 
Hayflick 
107
 suite à des observations faites sur des fibroblastes humains en culture. Il 
s’agit d’un processus limitant la durée de vie réplicative des cellules par un arrêt 
permanent et irréversible de la cellule en phase G1 du cycle cellulaire 
108
. Il a été 
démontré qu’il s’agit de sénescence réplicative en réponse à un raccourcissement des 
télomères; ces régions hautement répétitives d’ADN non-codant (5’-TTAGGG-3’ chez 
les vertébrés) situées à l’extrémité des chromosomes pour en protéger l’intégrité 109. Ce 
phénomène découle de l’incapacité de l’ADN polymérase à répliquer les extrémités 
linéaires des chromosomes, ce qui entraîne leur érosion progressive à chaque cycle de 
réplication cellulaire 
110,111
. Lorsque les télomères atteignent une longueur critique qui ne 
leur permet plus de protéger le matériel génétique, la cellule perçoit les télomères 
résiduels comme de l’ADN endommagé 112. Elle active alors la machinerie de la réponse 
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au dommage à l’ADN (DDR, en anglais, pour DNA-damage response) et mène 
ultimement à l’entrée de la cellule en sénescence réplicative suite à l’échec de la 
réparation 
109,113
. L’ajout par manipulation génétique de la télomérase, une transcriptase 
inverse capable de restaurer les télomères, permet de rétablir le cycle prolifératif des 




Figure 9: Sénescence réplicative et prématurée 
La sénescence réplicative se distingue de la sénescence prématurée par la 
capacité des cellules à proliférer suite à l’ajout de la télomérase. 
 
Il existe un autre type de sénescence cellulaire appelé sénescence prématurée du 
fait qu’elle survient avant le développement de la sénescence réplicative. Elle peut être 
induite par différents stimuli, tels que le stress oxydatif ou les espèces réactives 
oxygénées (ROS, en anglais, pour reactive oxygen species), l’activation d’oncogènes – on 
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parle alors de sénescence induite par un oncogène (OIS, en anglais, pour oncogene-
induced senescence) 
115-117
 – ou encore l’irradiation (IR) 118,119. Chacun de ces stimuli 
entraîne des dommages à l’ADN au même titre que la sénescence réplicative. Toutefois, 
la sénescence prématurée se distingue de la sénescence réplicative par l’incapacité des 
cellules à proliférer malgré l’ajout de la télomérase (Figure 9) 114. De plus, certains 
oncogènes induisent un arrêt en phase G2 dans une fraction des cellules atteintes 
116,120,121
. La sénescence prématurée sera abordée plus en détails puisqu’il s’agit du 
modèle choisi pour cette thèse. 
 
Tableau 1: Types de sénescence et caractéristiques 
 
3.2. Les inducteurs de la sénescence prématurée 
3.2.1. Le stress oxydatif et les espèces réactives oxygénées 
Le stress oxydatif fait référence à un débalancement entre les facteurs pro- et anti-
oxydants de la cellule dont les ROS, produits majoritairement par le métabolisme 
aérobique de la mitochondrie. Ces facteurs sont les principaux acteurs dans l’induction de 
la sénescence prématurée des cellules. La théorie des radicaux libres de Harman décrite 
en 1956 propose que les altérations fonctionnelles observées dans le vieillissement sont 
causées par l’accumulation de dommages structurels causés par les ROS 122. Toutefois, 
type de sénescence réplicative prématurée
prolifération suite à l'ajout de la 
télomérase in vitro
OUI NON
inducteur(s) du dommage à l'ADN raccourcissement des télomères
stress oxydatif/ROS, activation 
d'oncogènes, irradiation





un nombre grandissant d’observations démontre que ces dommages seuls ne sont pas 
suffisants pour expliquer les pertes de fonction associées avec l’âge telles que la 
proportion accrue de cellules myéloïdes ou l’efficacité réduite de prise de greffe. De 
nouvelles hypothèses ont été développées au fil des ans, dont la théorie du stress redox de 
Sohal, pour inclure la découverte du rôle des ROS dans plusieurs voies de signalisation 
123,124
. Néanmoins, bien que la relation causale des ROS dans le dysfonctionnement des 
organes reste encore à élucider, leurs effets au niveau cellulaire sont bien réels. En outre, 
alors que les différentes théories exposées sont principalement basées sur la production 
endogène de ROS par la chaîne respiratoire mitochondriale, la sénescence prématurée 
peut découler d’un stress oxydatif exogène causant la production de ROS 
indépendamment de la mitochondrie. L’existence de mécanismes distincts est donc 
envisageable.  
La culture de fibroblastes murins en présence de 20% d’oxygène (condition supra-
physiologique) réduit leur capacité proliférative et induit leur sénescence. Il est à noter 
que cet effet est indépendant de la sénescence réplicative considérant la présence de la 
télomérase dans les cellules murines 
125,126
. Par ailleurs, la culture de ces mêmes cellules, 
mais aussi de fibroblastes humains, en présence de 3% d’oxygène (condition 
physiologique) prolonge leur longévité et peut même aller jusqu’à éviter leur entrée en 
sénescence 
126,127
. L’incubation de fibroblastes humains en présence de peroxyde 
d’hydrogène ou de molécules induisant sa production (par exemple, l’oridonin) entraîne 
également l’entrée en sénescence 128-130. Cette sénescence peut toutefois être renversée 
par le traitement à la N-acétyl-L-cystéine, un antioxydant agissant entre autres sur les 
niveaux de la glutathion S-transférase impliquée dans la conversion du peroxyde 
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d’hydrogène en molécule d’eau 130-132. Enfin, l’induction de la OIS par Ras passe par une 
élévation des niveaux de ROS intracellulaires, qui est elle aussi bloquée par un traitement 




3.2.2. Les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs 
Un oncogène est un gène dont l’expression rendue anormale peut transformer la 
cellule qui l’exprime. Généralement, devant un tel stress, la cellule répond par l’entrée en 
sénescence; un phénomène qui a été observé pour la première fois avec l’apparition de 
l’oncogène RasV12 133. Par la suite, il a été démontré que la surexpression ou l’expression 
de formes constitutivement actives de plusieurs protéines impliquées dans la voie de 
signalisation de Ras (Raf, MEK, Ets) cause aussi l’induction de la sénescence 134-136 par 
un mécanisme de rétrocontrôle négatif s’opposant à l’hyper-prolifération causée par ces 
oncogènes 
137
. À l’inverse, la perte de suppresseurs de tumeurs comme PTEN induit aussi 
la sénescence 
138
. La OIS est donc un mécanisme de protection cellulaire contre le 
développement de cancers. En effet, l’inactivation additionnelle de gènes suppresseurs de 
tumeurs impliqués dans la OIS, tels que l’inhibiteur des kinases cyclines-dépendantes 
(CDKi, en anglais, pour cyclin-dependent kinase inhibitors) p16, promeut la 
tumorigénèse 
133,138,139
. Il a toutefois été démontré que l’inactivation de p53 ou de la 
protéine suppresseur de tumeur rétinoblastome (pRb) dans des cellules exprimant de 
hauts niveaux de p16 ne restaure pas la prolifération 
114
. Par ailleurs, la réinsertion par 
manipulation génétique de ces suppresseurs de tumeurs peut entraîner l’entrée en 
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sénescence des cellules tumorales tant in vitro que in vivo (Voir la section 3.4 pour une 





Il existe plusieurs types de radiations dont les particules alpha et bêta et les rayons 
X et gamma. Les particules alpha sont relativement grosses et possèdent une double 
charge positive, ce qui limite leur degré de pénétrance dans un tissu. Elles causeront donc 
un dommage très important à un nombre limité de cellules. Les particules bêta sont 
beaucoup plus petites et possèdent une charge négative, augmentant leur degré de 
pénétrance dans l’organisme. Elles altéreront plus de cellules, mais l’intensité du 
dommage sera moins grande. Les rayons X et gamma sont de l’énergie pure ne 
comportant aucune masse. Ils possèdent un important degré de pénétrance et peuvent 
interagir avec une multitude de cellules sur leur passage, mais causent moins de 
dommage que les particules radioactives 
143
. Comme les protocoles de conditionnement 
pour les greffes de moelle osseuse font intervenir les rayonnements gamma, seuls les 
effets de ceux-ci seront documentés dans la présente étude. 
La dose d’irradiation (IR) est quantifiée en grays (Gy) ou en dose de radiation 
absorbée (rad). Elle correspond à la quantité d’énergie de radiation délivrée par unité de 
masse de tissu. Un Gy équivaut à 100 rad ou à un joule d’énergie de radiation absorbée 
par kilogramme de tissu. L’IR peut avoir une action directe ou indirecte. On parle d’effet 
direct des radiations lorsque l’énergie de désintégration provenant d’une source 
radioactive interagit avec l’ADN. On parle plutôt d’effet indirect lorsque cette énergie 
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interagit avec une molécule d’eau et entraîne sa décomposition radiolytique sous forme 
de ROS. La recombinaison de ceux-ci avec diverses composantes de la cellule peut 
entraîner la formation de substances toxiques telles que le peroxyde d’hydrogène et avoir 
des effets délétères sur la cellule. De façon générale, il s’agit du principal type de 
dommage rencontré, car l’ADN ne représente qu’une infime fraction à l’échelle du corps 
humain et que ce dernier est majoritairement composé d’eau 144. Enfin, la radiosensibilité 
d’un tissu ou organe est fonction de la vitesse à laquelle il se régénère 144. Les cellules 
hématopoïétiques comptent ainsi parmi les plus radiosensibles de l’organisme. 
L’IR est depuis longtemps connue pour réduire la capacité des cellules stromales 
de la moelle osseuse à former des colonies 
145
. Cet effet semble permanent puisque cette 
fonction reste altérée plusieurs mois, voir des années, après la transplantation 
145-147
. 
Toutefois, il n’a pas été démontré si l’effet observé était dû à la mort par apoptose ou par 
l’induction de la sénescence dans les cellules stromales de la moelle osseuse. Il a 
néanmoins été démontré que l’IR induit la sénescence de BM-SC murines in vitro 148. De 
plus, bien que la majorité des cellules hématopoïétiques soient éliminées par apoptose, 
une IR sous-létale (4-6,5 Gy) est à même d’induire la sénescence des HSC 118,149. En 
effet, il a été démontré que près du tiers des cellules hématopoïétiques de type KSL ne 
sont pas éliminées par apoptose et survivent plusieurs semaines après une IR de 4 Gy en 
culture. Ces cellules ne sont toutefois plus aptes à proliférer et expriment la -
galactosidase associée à la sénescence (SA--gal), p16INK4a et p19ARF, trois 
marqueurs de sénescence 
149
 (Voir la section 3.4 pour une description détaillée des 
marqueurs de sénescence). Par ailleurs, l’IR induit aussi la sénescence de ces cellules in 





3.3. L’usage médical de l’irradiation 
L’intérêt pour l’étude des effets biologiques de l’irradiation (IR) a vu le jour au 
début du 20e siècle. Une première étude publiée en 1906 a démontré que l’IR est 
davantage cytotoxique pour les cellules en pleine division cellulaire comparativement aux 
cellules matures différenciées 
150
. Considérant la vitesse à laquelle les cellules 
cancéreuses se multiplient, l’IR n’a pas tardé à faire son apparition dans le traitement de 
différents cancers 
151. Ce n’est que beaucoup plus tard qu’elle a été utilisée dans le 
traitement de leucémies, pour pallier aux échecs de la chimiothérapie chez des patients 
nécessitant une myéloablation suivie d’une transplantation de moelle osseuse (BMT, en 
anglais, pour bone marrow transplantation) 
152
. Contrairement aux tumeurs solides pour 
lesquelles une IR locale suffit, l’élimination des cellules hématopoïétiques requière une 
TBI. En effet, le pelvis et les vertèbres représentent environ 60% des sites 
d’hématopoïèse, mais on en retrouve également au niveau des côtes, du sternum, du 
crâne, des omoplates, des fémurs, des tibias et des humérus 
153
. Suite à un tel traitement 
(5-16 Gy) 
153
, aussi bien les cellules hématopoïétiques saines que cancéreuses sont 
éliminées, ce qui entraîne une aplasie médullaire chez le patient et justifie le besoin d’une 
BMT. Historiquement, trois raisons majeures motivent l’utilisation de la TBI : (1) 
l’élimination des cellules anarchiques, (2) l’élimination des cellules immunocompétentes 
du receveur pouvant mener au rejet de la greffe et (3) la création d’espace dans la niche 
permettant d’accueillir les cellules greffées 154. Cette dernière est maintenant 
controversée. La TBI s’est rapidement imposée comme l’une des modalités 
indispensables au conditionnement précédent la BMT 
152. De nos jours, l’utilisation de 
doses réduites d’IR est de plus en plus répandue, conséquence d’une observation tout à 
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fait fortuite. En effet, certains patients trop faibles pour recevoir la dose complète d’IR se 
sont vus offrir une dose réduite accompagnée d’un pronostic moins encourageant. 
Étonnamment, le taux de succès de ces BMT était aussi bon sinon meilleur que celui des 
patients ayant reçu la dose létale. Ces observations ont été parmi les premières à suggérer 
l’importance de l’intégrité de la niche pour le bon fonctionnement des cellules 
hématopoïétiques. En conséquence, l’emploi de doses réduites d’IR est maintenant 
préféré dans les protocoles de conditionnement pour les BMT. 
 
3.4. Les caractéristiques des cellules sénescentes 
3.4.1. La morphologie 
La sénescence altère l’aspect des cellules. En effet, celles-ci adoptent une 
morphologie large et aplatie in vitro. L’augmentation des niveaux d’ezrin, une protéine 
associée à la membrane et au cytosquelette, causerait l’acquisition de cette dernière 
caractéristique suite à l’activation de CDK5 par la protéine pRb 155,156. Les cellules 
sénescentes peuvent aussi être identifiées par différents marqueurs, bien qu’aucun ne soit 
exclusif à la sénescence. Ainsi, elles sont généralement positives pour la bêta-
galactosidase associée à la sénescence (SA--gal, en anglais, pour senescence-associated 
beta-galactosidase) 
108,157. Il s’agit d’une enzyme lysosomale active à pH 4,0 en 
condition physiologique. Lorsqu’une cellule entre en sénescence, le nombre et la taille 
des lysosomes augmentent 
158,159
, de même que l’expression du gène GLB1 codant pour 
la -D-galactosidase 160. Ces caractéristiques particulières permettent de détecter 
l’activité de l’enzyme dans les cellules sénescentes à des pH sous-optimaux variant entre 
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5,0 et 6,0; pH pour lequel l’activité est indétectable dans les cellules saines 157,161. La 
visualisation se fait par l’ajout de X-galactose qui donne une coloration bleue aux cellules 
suite à son clivage par l’enzyme (Figure 10). Il s’agit d’une méthode simple et rapide de 
détecter les cellules sénescentes, qui a toutefois été critiquée parce qu’elle n’est pas 
essentielle à l’établissement de la sénescence 160.  
 
Figure 10: Phénotype des cellules sénescentes 
Les cellules sénescentes adoptent une morphologie large et aplatie et sont 
positives pour la bêta-galactosidase associée à la sénescence (bleu). 
Montré ici, des OB-SC 10 jours après avoir reçu (sénescentes) ou non 
(témoins) une irradiation de 10 Gy. Échelle : 10 m, Grossissement : 10X. 
 
3.4.2. Le potentiel mitogénique 
La sénescence est caractérisée pas un arrêt de prolifération permanent de la cellule 
en phase G1 du cycle cellulaire distinct de la sortie de la cellule du cycle en G0, aussi 
appelée quiescence (Figure 11) 
108
. Bien que similaires, ces deux états de la cellule se 
distinguent par différents aspects. Par opposition aux cellules sénescentes, les cellules 
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quiescentes ne sont pas arrêtées de façon permanente et peuvent réintégrer le cycle 
cellulaire en réponse à des signaux physiologiques 
108
. De plus, une grande proportion de 
cellules sénescentes acquiert une résistance à certains signaux apoptotiques. Par exemple, 
les fibroblastes humains sénescents sont résistants à l’apoptose causée par le stress 
oxydatif et la privation en facteurs de croissance, mais demeurent sensibles à celle induite 
via la signalisation par le récepteur Fas 
162,163
. Par ailleurs, la résistance à un signal 
apoptotique donné sera dépendante du type cellulaire impliqué, comme pour les 
fibroblastes humains sénescents qui résistent à l’apoptose induite par la céramide 
contrairement aux cellules endothéliales 
164
. Enfin, les cellules sénescentes présentent un 
patron d’expression génique et un phénotype sécrétoire qui leurs sont propres. Entre 
autres, on note des altérations dans l’expression des régulateurs du cycle cellulaire, tant 
au niveau de gènes qui ont pour fonction d’en inhiber la progression que de gènes 
responsables de son activation  
41,165-169
. Comme exemple de gènes inhibiteurs du cycle 
cellulaire, on constate une augmentation des CDKi p16 et p21 (aussi nommées CDKN2a 
ou p16INK4a et CDKN1a, p21Cip1 ou Waf1, respectivement). Ces derniers agissent sur 
les complexes cyclines/CDK pour empêcher le passage de la phase G1 à la phase de 
synthèse S 
165,170
. Par contre, certains activateurs/facilitateurs du cycle cellulaire comme 







Figure 11: Régulation du cycle cellulaire 
Les CDKi (inhibiteurs de kinases cyclines-dépendantes) sont responsables 
de la prolifération par leur intervention au niveau des différents points de 
contrôle du cycle cellulaire. G0, phase Gap 0 ou quiescence; G1, phase 
Gap 1; S, synthèse; G2, phase Gap 2; M, mitose; CDK, kinase cycline-
dépendante; CDC, cell division cycle; Rb, protéine rétinoblastome; E2F, 




3.4.3. Le profil sécrétoire 
Étant donné la nature de la sénescence, plusieurs des changements observés dans 
l’expression génique et phénotypique sont liés à la machinerie proliférative ou de 
réparation du dommage à l’ADN. Par contre, on constate aussi la production de plusieurs 
cytokines (inflammatoires pour la plupart), facteurs de croissance et protéases (revu par 
Freund et collègues en 2010) 
119,173-175
. Le terme SASP (en anglais, pour senescence-
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associated secretory phenotype) a été proposé pour la première fois en 2007 par Campisi 
et d’Adda di Fagagna pour décrire ce phénotype sécrétoire complexe et particulier à la 
sénescence 
108
. Parmi les facteurs les plus étudiés du SASP, notons l’IL-6 174, l’IL-8 173 et 
l’insulin-like growth factor binding protein 7 175 qui ont démontré une capacité à induire 
ou à amplifier la OIS. Toutefois, une étude récente a démontré que des cellules pouvaient 
être induites en sénescence sans l’apparition du SASP et donc, que le SASP ne serait pas 
une conséquence de la sénescence, mais plutôt du dommage à l’ADN et serait dissociable 
de l’arrêt de croissance cellulaire 176. 
 
3.4.4. Le dommage à l’ADN 
Comme les inducteurs de sénescence ont tous en commun la création de dommage 
à l’ADN, il est normal d’observer l’accumulation de foci de dommage à l’ADN associés 
à la sénescence (SDF, en anglais, pour senescence-associated DNA-damage foci) 
112,115,116
. Ces SDF font intervenir la machinerie de la réponse au dommage à l’ADN 
(DDR, en anglais, pour DNA damage response) dont les protéines peuvent être 
regroupées en quatre grandes classes : les senseurs, les médiateurs, les transducteurs du 
signal et les effecteurs 
177
. Il existe plusieurs types de dommages à l’ADN qui sont 




3.4.4.1. Les cassures double-brin de l’ADN 
La sénescence est généralement induite suite à une cassure double-brin dans 
l’ADN qui est reconnue par la DDR impliquant la protéine mutée dans le syndrome 
d’ataxie télangiectasie (ATM, en anglais, pour ataxia telangiectasia mutated) (Figure 12) 
177,178
. Le dommage est alors perçu par le complexe Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN) qui 
recrute l’homodimère ATM. Cette kinase sérine/thréonine est autophosphorylée en 
sérine
1981
, menant à la dissociation du dimère et à son activation sous forme de 
monomère. Elle peut alors phosphoryler plusieurs cibles dont l’histone H2AX, une 
protéine chaperonne de l’ADN, en sérine139 (-H2AX). Elle agit aussi sur le complexe 
MRN afin de recruter des médiateurs de la DDR comme Mdc1 et la protéine 1 de liaison 
à p53 (53PB1, en anglais, pour p53-binding protein 1). ATM phosphoryle ensuite la 
thréonine 68 du transducteur de signal Chk2, qui phosphoryle à son tour l’effecteur p53 
en sérine
15
 pour l’activer. Ultimement, ce suppresseur de tumeur active d’autres 
effecteurs pour mener à l’une des trois réponses possibles de la cellule, soit (1) l’arrêt 
transitoire du cycle cellulaire permettant la réparation de l’ADN et la reprise du cycle, (2) 









Figure 12: Schéma de la voie ATM de la réponse au dommage à l'ADN 
Une cassure double-brin de l’ADN active la machinerie de la réponse au 
dommage à l’ADN liée à la kinase ATM qui mène à l’activation 
d’effecteurs tels que p53 et p21 et à l’arrêt du cycle cellulaire ou l’entrée 






3.4.4.2. Les cassures simple-brin de l’ADN 
Dans certains cas, la sénescence peut aussi être induite par une cassure simple-
brin, par exemple lors de dommages induits par les rayonnements ultraviolets ou le stress 
réplicatif. La DDR passe alors par la voie de signalisation impliquant la protéine liée à 
l’ataxie télangiectasie et à Rad3 (ATR, en anglais, pour ataxia telangiectasia and Rad3-
related) 
179
. Cette kinase sérine/thréonine et son partenaire d’interaction ATRIP sont 
recrutés au site de dommage ainsi que les senseurs RAD17 et le complexe 
hétérotrimérique 9-1-1 composé de RAD9, RAD1 et HUS1. À l’instar d’ATM, ATR est 
autophosphorylée et phosphoryle ensuite une série de senseurs pour permettre le 
recrutement de médiateurs comme TopBP1. La cascade mène au recrutement et à la 
phosphorylation du transducteur Chk1 qui, une fois activé, phosphoryle les effecteurs de 
la famille Cdc25. Cela favorise leur dégradation par le protéasome et empêche ainsi 
l’activation de certaines kinases essentielles à la progression du cycle cellulaire 179. 
 
3.4.4.3. Le dysfonctionnement des télomères 
Lorsque les télomères atteignent une longueur critique qui ne leur permet plus de 
protéger le matériel génétique, la cellule les reconnaît comme de l’ADN endommagé et 
active la machinerie de la DDR 
112
. Dans cette situation particulière, on parle alors de foci 
induits par le dysfonctionnement des télomères (TIF, en anglais, pour telomere 




3.4.4.4. La détection des foci de dommage à l’ADN associés à la 
sénescence 
Parmi toutes les protéines de la DDR, la détection de foci de 53PB1 et de la -
H2AX est largement utilisée pour identifier les SDF 
180,181
. Dans le cas des TIF, ces 
marquages peuvent être colocalisés avec les télomères par les techniques 
d’immunoprécipitation de la chromatine ou d’hybridation fluorescente in situ 109,112. Il est 
important de noter que les SDF sont ceux qui persistent dans la cellule. En effet, plusieurs 
foci de dommage à l’ADN peuvent être formés par cellule suite à un stress, mais la 
plupart sont rapidement réparés alors que certains persistent ou mènent à l’apoptose de la 
cellule 
182,183
. Les facteurs responsables de l’engagement dans une voie ou dans l’autre 
sont encore largement méconnus, mais seraient dépendants du type cellulaire, de la nature 
et de l’intensité du dommage 108. Par exemple, les fibroblastes et les cellules épithéliales 
tendent à entrer en sénescence  alors que les cellules hématopoïétiques favorisent 
l’apoptose. Toutefois, la majorité des cellules ont la capacité d’engager ces deux 
réponses. Cela a été confirmé par une transition de l’apoptose vers la sénescence, ou 
inversement, suite à différentes manipulations de protéines pro- et anti- apoptotiques dans 




3.4.5. Les modifications de la chromatine 
Les cellules sénescentes se caractérisent habituellement, mais pas obligatoirement, 
par l’apparition de foci d’hétérochromatine associés à la sénescence (SAHF, en anglais, 
pour senescence-associated heterochromatin foci) 
187
. Les SAHF se forment au niveau du 
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promoteur de gènes pro-prolifératifs, tels que les gènes régulés par les facteurs de 
transcription E2F 
187
. Ils résultent du recrutement ou de la modification de protéines 
associées à l’hétérochromatine. On constate ainsi l’accumulation de la protéine de 
l’hétérochromatine 1 et la méthylation de l’histone H3 en lysine9 108. Leur détection par 
immunofluorescence, tout comme l’ajout de 4’-6’-diamidino-2-phényindole (DAPI), 




3.4.6. L’expression de suppresseurs de tumeurs 
Enfin, les cellules sénescentes sont souvent caractérisées par une augmentation de 
l’expression des suppresseurs de tumeurs p16INK4a, p19ARF, p53 et d’une 
hypophosphorylation de pRb. Ces protéines font parties des deux grandes voies de 
signalisation centrales de la sénescence. 
 
3.5. Les voies d’induction de la sénescence 
Suite à l’exposition aux différents inducteurs de sénescence et au recrutement des 
éléments de la DDR, la cellule bloque le cycle cellulaire pour permettre la réparation de 
l’ADN par des mécanismes dépendants du type de dommage causé. Lorsque la réparation 
est impossible, le blocage est maintenu et la cellule devient sénescente. Il existe deux 
voies majeures responsables d’inhiber la progression du cycle cellulaire, soit la voie de 
p53 et celle de p16. Bien qu’elles puissent s’entrecroiser, elles peuvent toutes deux agir 
de façon indépendante 
108
. Le patron d’induction de la sénescence est fonction de divers 
facteurs dont l’espèce, la nature du stress ou le type cellulaire. Par exemple, l’activation 
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concomitante des deux voies est requise chez la souris pour l’induction de la sénescence 
par l’oncogène RasV12, alors que l’activation de l’une ou l’autre est suffisante chez 
l’humain 133. En outre, la sénescence réplicative passe par l’augmentation de la CDKi 
p21, résultat de l’activation de la voie p53. Par opposition, la sénescence prématurée 
passe généralement par la voie p16 
188
. 
Le locus INK4b/ARF/INK4a revêt une grande importance puisqu’il code pour 
trois suppresseurs de tumeurs activés en sénescence. Chez l’humain, il est localisé sur le 
chromosome 9 tandis qu’il se retrouve sur le chromosome 4 chez la souris 189,190. Il est 
constitué des gènes des inhibiteurs 2a et 2b des kinases cyclines-dépendantes (CDKN2a 
et CDKN2b, en anglais, pour cyclin-dependent kinase inhibitor 2a et 2b) La présence du 
gène ARF n’a été découverte qu’en 1995 dans un cadre de lecture alternatif de CDKN2a, 
d’où son nom (Alternative Reading Frame) 191. 
Malgré le chevauchement des deux protéines de CDKN2a, le cadre de lecture fait 
en sorte qu’elles ne partagent pas d’homologie au niveau de leurs séquences d’acides 
aminés. Ainsi, les protéines ARF (aussi appelée p14 (humain) et p19ARF (souris) en 
fonction du poids moléculaire) et INK4a sont composées d’un premier exon spécifique à 
chacune, en partagent un deuxième malgré une forme légèrement tronquée pour ARF, et 
seule INK4a est constituée d’un troisième exon dont la majeure partie n’est pas transcrite 
(Figure 13). Pour sa part, la protéine INK4b (aussi p15INK4b) encodée par CDKN2b 
possède deux exons distincts de ceux de p16INK4a, mais partage tout de même une forte 




Figure 13: Représentation schématique du locus INK4b-ARF-INK4a  
Les différents exons (E) codants pour p15INK4b (en bleu), p19ARF (en 
rouge) et p16INK4a (en vert), ainsi que les régions non-transcrites (en 




La délétion des exons 2 et 3 de CDKN2a par manipulation génétique a permis au 
groupe de DePinho de développer un modèle murin invalidé simultanément pour les 
protéines p16 et p19 
193
. Les souris doubles mutantes sont viables, mais présentent une 
formation accrue de tumeurs spontanées et induites. En outre, alors que des cultures 
primaires de fibroblastes isolés de souris de type sauvage développent une OIS suite à 
une surexpression de l’oncogène Ras, ce même traitement résulte plutôt en une 
transformation néoplasique des fibroblastes isolés de souris invalidées pour p16 et p19. 
Ainsi, ce modèle est un atout majeur pour étudier plus en détails l’implication de ces 
deux suppresseurs de tumeurs dans la sénescence.  
 
3.5.1. Le rôle de p16 
L’accumulation de p16 est le résultat de l’activation du promoteur de INK4a par 
des facteurs de transcription tels que Ets2, qui peut lui-même être activé par la voie de 
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signalisation oncogénique de Ras 
192,194
. On constate toutefois que la cinétique 
d’apparition de p16 est beaucoup plus lente que celle de la cascade de phosphorylation 
impliquant Ras. Certains expliquent ce délai par une activation séquentielle des voies 
d’induction de la sénescence; la voie de p16 prenant le relais de celle passant par p21 
pour engager l’arrêt permanent de la cellule (Voir la section 3.4.2 pour une description de 
la voie impliquant p21). Les observations in vitro de Stein et collègues selon lesquelles 
p21 est augmentée, pour ensuite diminuer en concomitance avec une augmentation de 
p16 supportent cette théorie 
195. D’autres encore proposent que la cellule doive tenter de 
se diviser pour percevoir le dommage et activer la machinerie qui mènera ultimement à 
son entrée en sénescence. La vitesse de renouvellement des tissus/organes expliquerait 
ainsi pourquoi l’apparition de p16 est retardée in vivo. Bien que p16 soit considéré 
comme un excellent marqueur de sénescence, son délai d’apparition dans les tissus 
sénescents soulève un doute quant à sa responsabilité dans l’établissement du phénotype. 
Nonobstant le manque d’information concernant le caractère initiateur ou de 
maintien de la sénescence de p16, sa voie d’induction est quant à elle bien définie (Figure 
14). Ainsi, la transcription accrue de INK4a en réponse à un inducteur de sénescence 
entraîne l’accumulation de p16. Elle peut alors jouer son rôle de CDKi en liant les CDK 4 
et 6 
196
. Ce faisant, le complexe CDK4/6-cycline D responsable de la progression de la 
phase G1 à la phase S du cycle cellulaire ne peut plus être formé. Le suppresseur de 
tumeur pRb ne peut donc pas être inactivé par phosphorylation et maintient son 
interaction avec le facteur de transcription E2F. Ainsi séquestré, E2F n’est pas en mesure 
de transloquer au noyau et d’activer la transcription de gènes importants pour le passage 
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en phase S 
197
. Le suppresseur de tumeur p16 est donc capable de maintenir la cellule en 
phase G1, une des caractéristiques des cellules sénescentes. 
 
Figure 14: Voies de p16INK4a et p19ARF dans la sénescence 
Mdm2, mouse double minute 2; CDKs, kinases cyclines-dépendantes; 
pRB, protéine rétinoblastome; E2F, facteur de transcription E2. Adapté de 
Campisi et d’Adda di Fagagna 108 
 
3.5.2. Le rôle de p19 
La deuxième voie majeure d’induction de la sénescence a p53 comme acteur 
principal. Il s’agit d’un suppresseur de tumeur qui, une fois activé, agit à titre de facteur 
de transcription pour une multitude de gènes entre autres impliqués dans le blocage du 
cycle cellulaire, l’induction de l’apoptose ou celle de la sénescence. Au moins quatre de 
ces gènes sont fortement impliqués dans la sénescence et sont suffisants pour l’induire. 
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Parmi ceux-ci, la CDKi p21 peut se lier à plusieurs complexes cycline-CDK et inhiber 
leur activité kinase pour empêcher, tout comme p16, l’inactivation de pRb par 
phosphorylation 
198-200
. E2F demeure ainsi séquestré et ne peut pas activer la transcription 
des gènes essentiels au passage en phase S. L’activation de p53 passe principalement par 
sa stabilisation au niveau protéique. En effet, en condition normale, la protéine mouse 
double minute 2 (Mdm2 ou Hdm2 pour la forme humaine) lie p53 et entraîne sa 
dégradation par le protéasome grâce à son activité ubiquitine E3 ligase 
201,202
. Lorsqu’un 
stress cellulaire entraîne la transcription du gène CDKN2a, la protéine p19 produite lie 
Mdm2 dans le nucléoplasme et inhibe sa capacité à ubiquitiner p53 
203
. Elle peut 
également limiter leur interaction en séquestrant Mdm2 dans le nucléole 
204
. Ainsi libéré, 
le domaine N-terminal de p53 peut être phosphorylé par différentes kinases dont le 








médiateurs fonction rôle dans la sénescence
p16 CDKi
Inhibe CDK4/6, ce qui empêche l'hyperphosphorylation de 
pRb et maintient l'inactivation du facteur de croissance E2F
p19 CDKi
Lie Mdm2, ce qui empêche l'ubiquitination de p53 et sa 
dégradation par le protéasome                                                                   
Inhibe CDK4/6, ce qui empêche l'hyperphosphorylation de 
pRb et maintient l'inactivation du facteur de croissance E2F
p21 CDKi
Inhibe CDK4/6, ce qui empêche l'hyperphosphorylation de 
pRb et maintient l'inactivation du facteur de croissance E2F
p53 suppresseur de tumeurs Entraîne l'accumulation de p21
pRb suppresseur de tumeurs
Empêche l'activation du facteur de croissance E2F en s'y liant 
sous sa forme hypophosphorylée
Mdm2 ubiquitine E3 ligase




3.6. La sénescence in vivo 
3.6.1. La mise en évidence 
Les décennies ayant suivi la mise en évidence du phénomène de la sénescence ont 
été prolifiques au niveau de sa compréhension mécanistique, ceci par l’apport de 
multiples études in vitro. L’existence de la sénescence in vivo n’a cependant été rapportée 
qu’au cours des dernières années. Très vite, il a été constaté qu’il s’agissait en fait d’un 
mécanisme à deux facettes. D’un côté, la sénescence est bénéfique au maintien de 
l’organisme en limitant la progression tumorale 165,170,205,206. On retrouve effectivement 
des marqueurs de sénescence dans de multiples lésions in vivo, incluant les naevi 
mélaniques (communément appelés «grains de beauté») 
207,208
, les adénomes pulmonaires 
murins 
209
, les neurofibromes dermiques humains 
137
, les adénomes prostatiques humains 
et murins 
138
, les lymphomes murins 
139
 et les mélanomes précoces murins 
210
, mais 
jamais dans des tumeurs malignes. Le SASP peut aussi être responsable de certains 
bienfaits comme l’induction de la sénescence dans des cellules pré-cancéreuses 211. 
Plusieurs études ont aussi démontré des effets délétères de la sénescence in vivo, 
entre autres par son implication dans le vieillissement 
212-214
. On observe en effet un 
nombre accru de cellules sénescentes dans différents tissus capables d’auto-
renouvellement (système vasculaire, système hématopoïétique, plusieurs organes 
épithéliaux, stroma) chez la souris, le primate et l’humain 205,212,215,216. Toutefois, la 
présence de cellules sénescentes n’a pas encore été démontrée au niveau des cellules 
stromales de la moelle osseuse. De plus, il a été démontré que la sénescence induite par 
une augmentation de l’expression de p16 dans les cellules souches et progénitrices du 
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cerveau, de la moelle osseuse et du pancréas lors du vieillissement entraîne une 
diminution de la neurogénèse, de l’hématopoïèse et de la fonction pancréatique 217-219. 
Cette diminution de prolifération des cellules souches et de la régénération tissulaire est 
significativement retardée chez des souris génétiquement manipulées qui n’expriment pas 
p16. De façon non-surprenante, ces souris meurent prématurément des suites de cancers. 
On retrouve également une accumulation de cellules sénescentes dans les tissus atteints 
par des maladies chroniques associées au vieillissement, telles que l’ostéoarthrite et 
l’athérosclérose 220-223. D’ailleurs, il a été proposé que le caractère inflammatoire du 
SASP serait à l’origine d’une variété de maladies liées au vieillissement telles que 
l’athérosclérose et le cancer 224. Le SASP a également plusieurs points communs avec le 
phénotype sécrétoire des fibroblastes impliqués dans le processus de guérison de plaie ou 
dans le stroma facilitant la progression de cancers épithéliaux 
212
. Ainsi, étant donné la 
persistance des cellules sénescentes dans les tissus, leur SASP pourrait contribuer au 
vieillissement et aux pathologies qui y sont associées en stimulant un remodelage 
chronique et/ou une inflammation locale pouvant compromettre l’intégrité fonctionnelle 
et structurelle des tissus. Enfin, le SASP peut affecter les cellules environnantes, par 




3.6.2. L’élimination des cellules sénescentes 
Considérant les effets délétères que peut avoir la sénescence, il est pertinent de 
savoir si les cellules sénescentes peuvent être éliminées in vivo. Pour ce qui est du 
vieillissement, il n’est pas exclus que les cellules sénescentes le soient, mais la résultante 
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observée est une accumulation de ces cellules dans les tissus. Dans un modèle murin de 
carcinome du foie induit par l’inactivation de p53, la réinsertion de ce gène entraîne 
l’entrée en sénescence des cellules tumorales et l’établissement du SASP, mais plus 
étonnant, l’activation d’une réponse immunitaire ciblant les cellules tumorales 142. Celles-
ci sont entre autres éliminées par les cellules NK. Enfin, dans un modèle murin 
d’induction de la sénescence par l’IR, notre laboratoire a observé une régression du 
nombre de cellules sénescentes. De plus, cet effet semble indépendant du système 
immunitaire adaptatif puisque la même cinétique est observée chez les souris Rag2
-/-
 γc-/-
 caractérisées par une absence des cellules T, B et NK que chez les souris de type sauvage 
182
. Il n’est pas étonnant que les cellules sénescentes ne soient pas éliminées par les 
cellules NK dans ce modèle. En effet, ni les cellules irradiées ni les tissus sénescents 
provenant de souris irradiées n’expriment les ligands du récepteur NKG2D responsable 
de l’activité des cellules NK. Alternativement, il a été proposé que les neutrophiles et les 
macrophages qui sont présents et fonctionnels chez les souris  Rag2
-/-
 γc-/- pourraient être 
responsables de la clairance des cellules sénescentes. En outre, aucune explication ne 





 En résumé, les informations contenues dans la section «Introduction» de cette 
thèse présentent les caractéristiques de l’os et des différentes populations cellulaires qui y 
résident, ainsi que les interactions cellulaires impliquées dans la régulation des fonctions 
hématopoïétiques. Le mécanisme de défense cellulaire qu’est la sénescence y est 
également décrit, incluant les inducteurs, les voies d’induction et les caractéristiques 
spécifiques aux cellules sénescentes. D’ailleurs, une attention particulière est portée à 
l’induction par l’irradiation. Enfin, les implications de la sénescence in vivo sont 
abordées. 
Ces différentes informations devraient permettre au lecteur d’apprécier l’intérêt 
ainsi que les conclusions du travail expérimental effectué dans le cadre de cette thèse 
dont l’objectif est d’étudier les effets du phénotype de sénescence des cellules stromales 

















4.0. L’EXPRESSION DE INK4A/ARF INDUITE PAR L’IRRADIATION DANS 
DES POPULATIONS DE CELLULES STROMALES DE LA MOELLE 
OSSEUSE DE SOURIS INTERFÈRE AVEC L’HOMÉOSTASIE DE LA 
MOELLE OSSEUSE 
 
4.1. Mise en contexte 
La chimiothérapie, le vieillissement et des manipulations génétiques de la longueur des 
télomères altèrent le microenvironnement de la moelle osseuse. Toutefois, la capacité de 
ces stimuli à induire la sénescence des cellules stromales de la moelle osseuse n’est pas 
connue. Cette étude est la première à démontrer que l’irradiation induit l’expression de 
marqueurs de sénescence dans les cellules stromales de la moelle osseuse. Elle met 
également en évidence une sensibilité distincte des différentes populations de cellules 
stromales à l’irradiation. Enfin, elle révèle une altération cellulaire non-autonome et 
dépendante de ink4a/arf de l’irradiation sur la lymphopoïèse B. 
 
4.2. Contribution des auteurs 
 
CLC a fait le design expérimental, a réalisé les expériences, a analysé les données et a 
écrit la première version du manuscrit. GD a participé à la réalisation des expériences in 
vivo, à l’interprétation des résultats et au design expérimental. SRS a réalisé et analysé les 
expériences de cytométrie en flux associées aux essais de reconstitution hématopoïétique. 
AF a participé à la réalisation de données préliminaires pour les expériences de homing, 
OL a participé à la réalisation des expériences in vivo. TH a participé à l’interprétation 
des résultats et à la rédaction de la version finale du manuscrit. CMB a participé au 
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Alterations of the bone marrow microenvironment have been shown to occur after 
chemoradiotherapy during aging and following genetic manipulations of telomere length. 
Still, whether marrow stromal cells are adopting senescent features in response to these 
events is unknown. Here, we show evidence that exposure to ionizing radiation (IR) leads 
murine stromal bone marrow cells to express senescence markers, namely senescence-




 expression. Long-term (8 
weeks) after exposure of mice to IR, we observed a reduction in the number of stromal 
cells derived from bone marrow aspirates (referred as BM-SC) an effect we found was 
absent in irradiated ink4a/arf knockout mice and mostly independent on the colony 
forming unit potential of the stroma. Such reduction in the number of BM-SC was 
specific as stromal cells isolated from collagenase treated bone (referred as OB-SC) were 
not reduced post IR. Surprisingly, we found exposure to IR leads to a cellular non-
autonomous and ink4a/arf dependent effect on lymphopoiesis. Overall, our results reveal 
distinct sensitivity of marrow stromal cell populations to IR and suggest that long-term 
residual damage to the bone marrow microenvironment can influence hematopoiesis in an 
ink4a/arf dependent manner. 
 
 









Exposure to ionizing radiation (IR) or high-dose chemotherapy leads to long-term 
residual damage of hematopoietic stem cells (HSC) 
1-3
.  Not surprisingly, IR also induces 
damage to the bone marrow microenvironment reducing by as much as 90% the colony 
forming units (CFU) capacity of stromal cells 
4-6
. Reduction in the number of mitotically 
competent stromal progenitor cells is likely permanent, as CFU capacity does not fully 
recover for at least several months/years after transplantation 
4,5,7
. It is not known whether 
irradiated bone marrow stromal cells are eliminated and then only partly regenerated, or 
whether they adopt a senescent phenotype within the marrow niche. Indeed, exposure to 
DNA damaging agents has been shown to induce senescence of several cell types both in 
vitro and in vivo 
3,8-10
. Hematopoietic progenitors isolated from irradiated mice have also 




. Hence, we hypothesized that 
marrow stromal cells could adopt senescent features and lose their regenerative potential 
in a p16
INK4a
 dependent manner, post-exposure to IR.  
Various stimuli, most of which by inducing DNA damage, have the potential to 
induce senescence 
8,11-13
. Common features of the senescent phenotype include permanent 





 is an important regulator of senescence and 
arguably represents the most robust marker for in vivo detection of senescent cells 
16-19
.  
p16INK4a and p19ARF are two distinct tumor suppressor genes that originate 
from the ink4a/arf locus (also called CDKN2a/b). p16
INK4a
 is a cyclin-dependent kinase 
inhibitor whose expression increases with age. By inhibiting the cyclin dependent kinase 
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, through its ability to 
inhibit the MDM2 protein, acts as an activator of p53 
21
. Hence, both proteins are direct 
effectors of cellular senescence by preventing cell cycle progression.  
There are numerous studies supporting the importance of the stromal 
microenvironment in the success of bone marrow transplantation. For example, old mice 
were shown to be deficient in supporting engraftment of HSC when compared to younger 
animals, suggesting an important role for the bone marrow microenvironment in the 
engraftment process 
22
. Similarly, genetically-induced telomere dysfunction leading to 
microenvironmental alterations of the bone marrow niche was also shown to limit the 
function and engraftment of HSC 
23
. Likewise, the bone marrow stromal niche from 
Fancg
-/-
 mice that are impaired in their ability to support adhesion and engraftment of 
hematopoietic progenitors can be rescued by the injection of stromal cells isolated from 
wild-type mice 
24
. These examples strongly point to a very important role for the bone 
marrow stroma in hematopoiesis.  
In this study, we aimed to determine if exposure to IR induces senescent features 
within the bone marrow stromal compartment and whether this could affect its functions 
as a niche. Our results provide the first evidence for a cellular non-autonomous role of 
ink4a/arf in regulating lymphopoiesis and reveal a distinct sensitivity of stromal cell 
populations, either marrow or bone-derived, to IR-induced long-term residual damages. 
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4.6. Materials and Methods 
4.6.1. Mice 




/BoyJ mice were purchased 
from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). Ink4a/arf-null mice on a C57BL/6J 
background were bred on site under a Material Transfer Agreement from the National 
Cancer Institute Mouse Models of Human Cancers Consortium (strain code 01XB1). All 
mice were allowed to acclimate at least one week prior to their use for experimentation. 
All in vivo manipulations were approved by the Comité Institutionnel des Bonnes 
Pratiques Animales en Recherche of CHU Ste-Justine (protocol number S10-32).  
4.6.2. Isolation, purification and characterization of stromal cells 
Bone marrow was collected by flushing tibias, femurs and iliacs from C57BL/6J mice in 
phosphate buffer solution. Cleaned bones were next cut in small fragments of 1-2mm and 
digested for 45 minutes with 0.25% collagenase type 1 (Sigma, St Louis, MO). For in 
vitro experiments, bone marrow-derived stromal cells (BM-SC) and bone-derived 
osteoblast-like stromal cells (OB-SC), derived from bone marrow or bone chips 
respectively, were isolated based on their property to attach to polystyrene following 
culture for 7 days in α-MEM containing 10% fetal bovine serum and 1% 
penicillin/streptomycin. Stromal populations were then expanded for 2-4 passages 
(corresponding to 4-12 population doublings) in 3% oxygen and their phenotype 
confirmed by flow cytometry using the following antibodies: Ter119, CD31, CD45, 
CD44, CD90 and CD105, all purchased from BioLegend (SanDiego, CA). Otherwise, 
stromal cell populations were isolated using the EasySep® negative selection kit for 
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mesenchymal progenitors (StemCell Technologies, Vancouver, BC) or sorted by flow 
cytometry using the above described antibodies at a purity of 80-90% for BM-SC and 
99% for OB-SC. Adipocytic and osteogenic differentiation potentials of stromal cell 
populations were determined as previously described 
25
. 
4.6.3. Cell proliferation, SA-ß-gal detection and BrdU incorporation 
To assess cell proliferation, stromal cells were plated at a density of 7 000 cells per 
square centimeter and population doubling was evaluated after each cell passage (every 
3-4 days). Where indicated, trypsinized cells were induced to senesce by exposure to 10 
Grays (Gy) irradiation (using a Gammacell 220 and cobalt-60 as a source) without any 
interference on their ability to re-adhere to the culture dish. SA-ß-gal detection was 
performed in vitro as previously described by Dimri et al. 
15
. Briefly, cells were fixed and 
staining was made at pH 5.0 for 16 hours at 37C 10 days after exposure or not to 10 Gy 
irradiation. Cell cycle progression into S-phase, as determined by bromodeoxyuridine 
(BrdU) incorporation, was performed by pulsing cells over a three-day period endind on 
day 10 following IR, with 10 µM BrdU (Roche, Laval, QC) and by subsequent 
immunodetection using an antibody specific for BrdU (mouse monoclonal conjugated to 
fluorescein isothiocyanate, clone BMC 9318, Roche). The proportion of BrdU
+
 cells over 
the total number of cells was determined by counting cells manually in random fields 
seen under the microscope.  
4.6.4. RNA isolation and Real time quantitative PCR 
RNA was extracted from stromal cell populations using the RNeasy® Mini or Micro Kit 
(Qiagen, Mississauga, ON). RNA was reverse-transcribed using the QuantiTect Reverse 
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Transcription Kit (Qiagen). Quantitative differences in gene expression were determined 
by real-time quantitative PCR using SensiMix
TM
 SYBR Low-ROX (Quantace, Taunton, 





, runx2, sp7, opn, bglap, ibsp and 18S rRNA are 
available in Table 1 within the supplementary result section. Values are presented as the 
ratio of target mRNA to 18S rRNA, obtained using the relative standard curve method of 
calculation. 
4.6.5. Colony-forming unit (CFU) 
CFU were determined by plating 2-5x10
6
 cells collected from bone marrow aspirate or 2-
5x10
5
 cells from collagenase-treated bones in 6 well dishes and allowing them to grow in 
α-MEM containing 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin in a fully humidified 
atmosphere with 6% CO2 and 3% O2 at 37°C. Media was changed seven days after 
culture was initiated and cells were fixed with 0.5% methylene blue in 50% methanol on 
day 14. Cell clusters visible to the naked eye (corresponding approximately to at least 50 
stromal cells) were scored as a CFU colony. Of note, femoral bone marrow aspirates 
were processed independently and analyzed as replicates (n=2) for each mouse, whereas 
cleaned bones from a single mouse were pooled together prior to the collagenase 
treatment. 
4.6.6. Homing 
Wild-type (WT) and ink4a/arf-deficient mice were exposed or not to a unique sublethal 
dose of 6 Gy total body irradiation and eight weeks post-exposure to IR, 5x10
6
 nucleated 
bone marrow cells stained according to the manufacturer instructions with 0.5µM 
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carboxyfluorescein succinimidyl ester (Invitrogen, Burlington, ON) were injected into the 
tail vein without further irradiation. 16 hours post-injection, recipient mice were 
sacrificed and femoral bone marrow harvested for flow cytometry analysis of the absolute 
number of CFSE
+
 cells per femur using CountBright
TM
 absolute counting beads 
(Invitrogen).  
4.6.7. Hematopoietic reconstitution assays  
For long-term hematopoietic reconstitution, 2 months-old Ly 5.2/CD45.2 wild-type mice 
were first exposed or not to 6 Gy total body irradiation and allowed to recover for up to 
11 months without bone marrow transplantation. Proportion of B (B220-FITC, clone 
RA3-6B2, Biolegend) and myeloid (CD11b-APC, clone M1/70, Biolegend) cells were 
evaluated at 3 and 11 months following irradiation. Mice were then sacrificed and 2 x 10
6
 
unfractionated bone marrow cells collected from wild-type mice exposed or not to IR 11 
months ago were transplanted into Ly 5.1/CD45.1 lethally irradiated (10Gy) recipient 
mice. Proportion of donor-derived B and myeloid cells were determined in recipient mice 
3 months following transplantation.  For short-term engraftment assays, 2 x 10
6
 
unfractionated bone marrow cells obtained from Ly 5.1/CD45.1 wild-type donor mice 
were injected into the tail vein of Ly 5.2/CD45.2 wild-type or ink4a/arf-deficient 
recipient mice exposed or not to 6 Gy total body irradiation 8 weeks prior to 
transplantation. Mice were sacrificed 2 weeks post-transplantation and blood, bone 
marrow and spleen were analyzed by flow cytometry using the following antibodies: 
B220-biotinylated, Pe-Cy5 or -FITC (clone RA3-6B2), CD3-biotinylated or -FITC (clone 
145-2C11), CD11b-biotinylated, -APC or -FITC (clone M1/70), Sca-1-PE-Cy7 (clone 
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D7), CD19-PerCP-Cy5.5 (clone eBio1D3), IL-7R-Pe-Cy5 (clone B12-1), (Becton 
Dickinson), Thy1.2-FITC (clone 30-H12), FcRI-biotinylated or -FITC (clone MAR-1), 
Gr-1-biotinylated, -Pe-Cy7 or -FITC (clone RB6-8C5), Ter119-biotinylated or -FITC 
(clone TER-119), c-Kit-PE-Cy5.5 or -APC (clone 2B8), CD48-APC (clone HM48-1), 
streptavidin-eFluor710 (# 49-4317-82) (eBioscience), CD150-PE-Cy5 (clone TC15-
12F12.2), CD45.1-PE (clone a20) (Biolegend).  
4.6.8. Statistical analysis 
Statistical analyses were performed with the Graph Pad 5.0 software using unpaired 
Student t test. Results were considered statistically significant with p values < 0.05. 
4.7. Results 
4.7.1. Exposure to IR induces p16INK4a/p19ARF expression in distinct 
bone marrow stromal cell populations  
Previous studies suggest that murine marrow stromal cells are not eliminated post-IR 
6,7
, 
making it conceivable that these cells adopt a senescent phenotype in response to DNA 
damage. To verify this hypothesis, we subjected C57BL/6J mice to total body irradiation 
at the sublethal dose of 6 Gy and analyzed their bone marrow stromal cells for the 




. We chose this dose as it 
was previously shown to induce senescence markers in other mouse tissues, and because 
it does not require bone marrow transplantation for 100% of the mice to survive the 
irradiation 
26
. Using a two-step extraction procedure (Fig. 1A) we purified stromal cell 




 expression levels. The 
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bone marrow was first flushed from bones, and stromal cells within this fraction 
identified as bone marrow stromal cells (BM-SC). Flushed bones were then treated with 
collagenase, and stromal cells in this fraction were referred to as osteoblast-like stromal 
cells (OB-SC). In both cases, stromal cell populations were negative for CD45, Ter119, 
CD31 and 7-AAD and purified either by magnetic columns or flow cytometry cell 
sorting. Phenotypical, molecular and functional characterization of these stromal cells 
confirmed the purification of distinct populations. Indeed, phenotypic characterization 




 whereas OB-SC contained a mixture 




 (Fig. 1C). Moreover, these 
populations were functionally different as only BM-SC were able to differentiate into 
adipocytes upon adipocytic induction (Fig. 1D). Finally, only OB-SC expressed relatively 
high mRNA levels of runx2, sp7 (encoding transcription factors) and opn, bglap and ibsp 
(encoding bone extracellular matrix proteins), which are all associated to the osteoblastic 
phenotype. In comparison, BM-SC did not or only weakly express these genes (Fig. 1E). 
In contrast, p16
INK4a
 expression levels were found to be increased in both 
populations post-IR, although at a much higher level in OB-SC compared to BM-SC (9.5 
vs 2.5-fold respectively). However, only BM-SC had a significant 4-fold increase in 
p19
ARF




 was not 
increased immediately after IR (data not shown) but rather only 6-8 weeks later, a 
phenotype reminiscent of what we previously observed in other irradiated mouse tissues 
13,26
. These results demonstrate that stromal cells populations derived from the bone 
marrow microenvironment activate senescence markers upon IR-induced DNA damage 
in vivo.  
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 are well established senescence markers 
27
. However, because their 
expression is delayed post damage, it is unclear whether or not their expression is 
causative of the senescence phenotype, and thus if inhibition of their expression would be 
sufficient to prevent IR-induced senescence. To address these questions, we purified 
stromal cell populations from wild-type and ink4a/arf knockout mice and evaluated their 
susceptibility to undergo cellular senescence following exposure to IR in vitro. We 
observed a striking difference in the growth rate of wild-type vs ink4a/arf-null OB-SC 
under steady-state conditions, and following exposure to IR. In fact, while cells derived 
from ink4a/arf-null mice resumed proliferation after a short (~5-7 days) interruption post-
exposure to IR, cells isolated from wild-type mice did not (Fig. 2A). Such transient 
inhibition in the growth rate of ink4a/arf-deficient stromal cells immediately after IR is 
not surprising, as these cells have intact and presumably functional DNA damage 
checkpoints.  
BrdU incorporation studies and SA-ß-gal stainings confirmed that senescence 
induction was specific to stromal cells derived from wild-type mice (Fig. 2B-C). Indeed, 
10 days after exposure to IR, only irradiated wild-type stromal cells had a flattened 
morphology and exhibited accumulation of SA-ß-gal, two characteristics that were absent 
in irradiated ink4a/arf-deficient stromal cell cultures. A 3-day BrdU pulse confirmed this 
enhanced growth arrest in irradiated wild-type stromal cells, in contrast to stromal cells 
isolated from knockout animals (34% vs 91% BrdU
+
 nuclei respectively). These data 
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demonstrate that IR-induced senescence of OB-SC is dependent on ink4a/arf, at least in 
vitro. 
4.7.3. Cellularity of marrow stroma post-IR is dependent on stromal 
cell type and ink4a/arf status  
We next determined the impact of IR on marrow stromal cells in vivo by evaluating the 
absolute number of BM-SC and OB-SC present per femur post-exposure to IR. Using 
fluorescently labeled beads and flow cytometry, we found that the number of BM-SC per 
femur was reduced long-term (8 weeks) post-IR compared to the number found in control 
non-irradiated femurs. This is in contrast to OB-SC and hematopoietic (CD45+) cell 
populations, where numbers were not reduced during that same period (compare Fig. 3A 
with 3B-C). This depletion in the number of BM-SC long-term post-IR was not observed 
in ink4a/arf-deficient mice (Fig. 3D). Of interest, we also observed that the number of 





 expressions were not increased until several weeks after IR. These 
results reveal a difference in sensitivity to IR between OB-SC and BM-SC populations 
and suggest that long-term maintenance of the BM-SC population is compromised in 
irradiated wild-type mice, an effect that can be reversed by the loss of ink4a/arf.  




 had an 
impact on the CFU potential of BM-SC and OB-SC populations isolated from the femurs 
of wild-type and ink4a/arf-deficient mice exposed or not to IR. We found the number of 
CFU to be only modestly reduced long-term (8 weeks) post-IR in both BM-SC and OB-
SC populations (p=0.23 and p=0.06 respectively), an effect that appeared to be ink4a/arf-
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dependent (Fig. 4). Altogether these results suggest the ability to form CFU ex vivo post-
IR may not be linked to the capacity to maintain stromal cells in vivo.  
4.7.4. Ink4a/arf expression does not interfere with homing and 
engraftment processes 
Shortly after irradiation, homing to the bone marrow of hematopoietic cells was severely 
compromised (see Fig. S2), consistent with results published by Collis et al 28. Yet, to 
address the question whether damage induced by IR can hamper long-term homing, 
recipient mice were irradiated 8 weeks prior to the transplantation of fluorescently-





 in this process and found that their expression within the bone marrow stroma and 
the consequent reduction in the size of the BM-SC population did not interfere with 
homing long-term post-IR (Fig. 5C). Similarly, we observed that IR-induced residual 
damage had no or little impact on engraftment in wild-type recipient mice in both marrow 
and blood (Fig. 5D). However, engraftment was found significantly decreased in 
ink4a/arf-null mice that had not been exposed to IR 8 weeks prior to transplantation. This 
effect likely stems from the higher replicative potential of ink4a/arf-null hematopoietic 
progenitors, an advantage they seem to have lost long-term after exposure to IR. In 
support of our observation that engraftment, at least short term, is not reduced by long-
term residual damage induced by IR, we have found the number of donor derived 










) in the marrow to be equivalent 
in all groups of mice (Fig. 5E).  
78 
 
4.7.5. IR-induced damage alters lymphopoiesis in a cellular non-
autonomous and ink4a/arf dependent manner  
We next determined if exposure to IR and expression of ink4a/arf could interfere with 
long term hematopoietic reconstitution. We therefore monitored the hematopoietic 
profiles of mice up to 11 months following exposure to sublethal irradiation (Fig. 6A). As 
expected, ink4a/arf-null mice exposed to IR developed lymphoma starting about 3 
months post-IR while wild-type mice remained cancer free for the time of the study (data 
not shown). Yet, wild-type mice showed a drastic reduction in the numbers of circulating 
B cells (identified as B220
+
) 11 months post-exposure to IR (Fig. 6A). Reduction in the 
proportion of B cells was accompanied by an increased myeloid (CD11b
+
) fraction 
(Fig.S3). This endogenous recovery did not allow us to distinguish between a cell 
autonomous or microenvironment-dependent effect on the B lineage. To address this 
question, we transplanted marrow from mice previously exposed or not to IR (11 months 
groups) into recipient mice (Fig. 6A). We found that the proportion of circulating B cells 
derived from irradiated donors and non-irradiated donors were comparable in 
transplanted recipients (Fig. 6A). These results suggest that reduction in B cell 
lymphopoiesis was mostly dependent on the effect of IR on the microenvironment. 
Hence, IR-induced long-term residual damage did not affect homing and overall 
engraftment although circulating B cells are impaired.  We therefore monitored whether 










  may 
be affected by IR. The absolute number of donor derived CLP was not found diminished 
in the bone marrow of mice exposed to IR 8 weeks prior to the transplant (Fig. 6B) 
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whereas numbers of CLP in the spleen were significantly reduced, a phenotype that was 
also associated with a reduction in the number of B220
+
 cells (Fig. 6B-C). This effect was 
specific to the B lineage as the absolute counts of CD3
+
 cells were not significantly 
changed (Fig. S4). Remarkably, reduction in the number of CLP was not observed in 
previously irradiated ink4a/arf-null mice (Fig. 6B), but rather significantly increased, 
suggesting that ink4a/arf expression impairs B cells homeostasis in a cell non-
autonomous manner. Further supporting these findings, we also performed secondary 
transplantations using irradiated wild-type and ink4a/arf-null mice primary donor mice.  
We found that only a transient (2 weeks) exposure of progenitors to an irradiated wild-
type, but not ink4a/arf-null, microenvironment was sufficient to decrease B cell 
formation in secondary recipient mice (see Fig. S5).  
4.8. Discussion 
Long-term residual damage induced by total body irradiation is a growing medical 
concern with many cancer survivors showing treatment-related late effects 
30,31
. In the 
context of bone marrow transplantation, radiation-based conditioning is suspected to 
impair hematopoiesis and to have an impact on the success of the graft itself by inducing 
damage to the bone marrow stroma. Indeed, the importance of the stromal compartment 
as a niche for HSC has been demonstrated in several ways, for example following genetic 
manipulations regulating the osteoblastic pool size 
32
. Likewise, co-transplantation of 
marrow-derived stromal cells along with HSC can be performed safely in humans and has 
been shown to improve engraftment in both humanized mouse and nonhuman primate 
models 
33-35
. The extent and the nature by which the marrow stroma is damaged post-IR 
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remain elusive. We here provide evidence that bone marrow stromal cells populations 
express markers of senescence in response to IR and we also identified for the first time a 
cellular non-autonomous role for ink4a/arf in mediating IR-induced long-term residual 
damages to the hematopoietic stroma. 
Notably, we have found the expression of p16
INK4a
 to increase after exposure to IR 
in both BM-SC and OB-SC stromal cell populations albeit at a much higher level in the 
latter. Conversely, p19
ARF
 expression, which is believed to be primarily induced 
following the oncogenic disruption of the cell cycle, was only increased within the BM-
SC population following irradiation (Fig. 1E) 
36
. We hypothesize that p19ARF expression 
could be induced as a tumor suppressive mechanism specifically in BM-SC given that 
these cells, by acting as progenitors for OB-SC 
37
, are likely to undergo more cells 
divisions and therefore accumulate oncogenic mutations at a higher frequency.  
One consequence of increased p16
INK4a
 expression with age is a decrease in tissue 
regenerative potential at the progenitor/stem cells level38-40. Hence, one could expect 
that IR-induced p16
INK4a
 expression could also result in a regenerative defect in marrow 
stromal cell progenitors. Indeed, 8 weeks post-exposure to IR, we observed a significant 
reduction in the number of BM-SC present per femur (Fig. 3A). Surprisingly, this defect 
was specific to BM-SC; it was not observed in the OB-SC population, which yet 
expressed high levels of p16
INK4a
 (Fig. 1E). We believe the inability to maintain BM-SC 
may arise from the fact that these cells, by acting as progenitors for OB-SC 
37
, are facing 
a higher replicative pressure and consequently a potential exhaustion. Along with this 
hypothesis, we could detect an increase in the expression of several genes specific to the 
osteoblastic lineage in BM-SC isolated 8 weeks after exposure of mice to IR, suggesting 
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the commitment of BM-SC progenitors towards differentiation in response to damage 
(Fig. S6). Alternatively, maintenance of the OB-SC population may be explained from 
the work of Dominici and colleagues who showed that osteoblasts can be regenerated by 
megakaryocytes migrating to the endosteal surface shortly after radioablation 
41
. 
Intriguingly, the ability of BM-SC and OB-SC populations to form CFU was only 





these populations. These results were unexpected given that others had shown IR-induced 
reduction in the CFU of bone marrow stromal cells up to several months/years in mice 
and humans respectively 
4,5
. We believe such discrepancies may be attributed to species 
and strain differences, a hypothesis supported by the work of Rombouts and Ploemacher 
7




 are likely not to be 
found within the sub-population of cells with CFU potential. However further refinement 
in the identification of positive markers specific for these cells will be necessary to verify 
this hypothesis. For example, Méndez-Ferrer and colleagues showed a direct relationship 
between homing and the proportion of Nestin
+
 bone marrow stromal cells, a population 
they have identified as having strong CFU capabilities 
42
.  
We also noticed a reduction in the proportion of circulating B cells in irradiated 
mice, a phenotype reminiscent of what is observed in aged mice 
43,44
. In fact, during the 
course of our 11 months study, we observed a reduction in the size of the B cells 
population in non-irradiated mice (compare control groups at 3 and 11 months, Fig. 6A), 
a reduction that was much less severe than in mice previously exposed to IR. Such slow 
progression of the phenotype in blood made it impossible to address the role of ink4a/arf, 
knockout mice developing lymphoma within only few months after exposure to IR. 
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Nevertheless, using groups of mice previously exposed or not to IR and subsequently 
transplanted, we could identified an important role of the microenvironment in B cell 
lymphopoiesis. Analysis of donor derived CLP revealed a profound reduction in the 
spleen, but not in the marrow, 2 weeks post-transplantation, the latest time point at which 
mice were analysed before ink4a/arf-null mice developed lymphoma (Fig. 6C). Because 
we did not analysed the number of lymphoid progenitors in the marrow of wild-type mice 
more than 10 weeks after their exposure to IR, it remains to be determined if a reduction 
in the number of CLP in spleen is sufficient to induce a reduction in the number of 
circulating B cells or if a reduction in the number of CLP in the marrow is eventually 
required for the phenotype to develop in blood. Nonetheless, we found a 2 weeks 
exposure to an irradiated microenvironment was sufficient to decrease B cell formation in 
secondary transplanted mice, an effect that was also INK4a/ARF dependent.  We 
hypothesised that such a profound and long-lasting impact on B cell formation may arise 
from the action of the recently characterized senescence associated secretory phenotype 
which may be sustained by the expression of INK4a/ARF 
9,45
. Obviously more work 
remains to be done as to understand how exactly the microenvironment is influencing 
lymphoid progenitors. 
It is reasonable to predict that bone marrow conditioning protocols that induce 
less damage to the hematopoietic niche may have a lesser impact on the long-term. To 
begin addressing this idea, we tested whether increase in p16
INK4a
 expression, used as a 
marker of damage to the niche, is proportionally linked to the intensity of the irradiation 
dose or the type of drug used. We found that both low dose IR (2.5 and 5 Gy) and 





 expression at levels similar to the ones observed following exposure to 8 Gy 
of IR (data not shown). This suggests either that the increase in p16
INK4a
 expression does 
not correlate with the intensity of the damage induced or that low levels of damage are 
sufficient to harm the marrow stroma. In conclusion, future efforts should be put into 
identifying drugs and conditioning regimen therapies that will aim to better maintain the 
stromal niche.  
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4.12. Figures and Legends 




 expression is dependent on bone marrow 
stromal cell populations. (A) Scheme representing the strategy used for the isolation of 
stromal cells from bone marrow aspirates (BM-SC) and from collagenase-treated bones 
(OB-SC). (B) Representative flow cytometry profiles of BM-SC and OB-SC identified as 
Ter119
-
 (erythroid lineage), CD45
-
 (hematopoietic lineage) and CD31
-
 (endothelial 
lineage) isolated from a non-irradiated mouse is shown (C) Representative flow 
cytometry profiles of CD44, CD90 and CD105 revealing distinct expression levels in 
BM-SC (—) and OB-SC (--) populations. (D) Osteogenic and adipocitic differentiation 
potential of BM-SC and OB-SC populations. (E) Differential mRNA expression levels in 
BM-SC (□) and OB-SC (■) of 5 osteoblast-associated genes normalized to 18S (runx2, 
sp7, opn, bglap and ibsp). Each sample is a pool of 2 mice. (F) qPCR performed on 
mRNA extracted from purified/sorted BM-SC and OB-SC of 8 weeks irradiated (+) or 




 normalized to 18S. Up to 6 
independent stromal cell purifications were performed using a minimum of 2-3 mice per 







Figure 2. Ink4a/arf is necessary to maintain IR-induced senescence of bone marrow 
stromal cells. (A) OB-SC populations-derived from wild-type (WT) or ink4a/arf-
deficient (KO) mice were established in vitro and their proliferation following exposure 
(IR) or not (CTR) to 10 Gy irradiation is shown. A representative experiment (n=3 
independent stromal cell isolations) of cumulative population doubling determined over 
time is shown. (B) Proportion of WT or ink4a/arf-null OB-SC in culture that have 
incorporated BrdU (3-day pulse) 7 days after exposure or not to IR. Up to 16 independent 
stromal cell isolations were performed. Student t test ***p<0.001 (C) Representative 
photographs showing SA-β-galactosidase staining (blue) of OB-SC 10 days post-
exposure or not to 10 Gy IR. Scale bar = 100 µm. 
Figure 3. IR-induced changes in the cellularity of the stroma are dependent on their 
stromal cell type and ink4a/arf status. Absolute cell counts of BM-SC (A, D), OB-SC 
(B, E) and hematopoietic (C, F) populations collected from femurs of wild-type (WT) and 
ink4a/arf-deficient (KO) mice were determined by flow cytometry (see methods) post-
exposure or not (CTR) to 6 Gy IR. Of note, BM-SC and hematopoietic cells counts were 
evaluated in each femur whereas OB-SC counts were expressed by femurs as bones from 
a single mouse were pooled together for collagenase treatment. n=11-21 mice per group. 





Figure 4. Loss of CFU potential post-exposure to IR is dependent on ink4a/arf 
status. BM-SC (A) and OB-SC (B) were isolated from wild-type (WT) or ink4a/arf-
deficient (KO) mice exposed or not (CTR) to 6 Gy IR 8 weeks prior to sacrifice and cells 
were fixed after a 2-week culture to determine CFU counts (average ± SEM). Of note, 
BM-SC and hematopoietic cells counts were evaluated in each femur whereas OB-SC 
counts were expressed by femurs as bones from a single mouse were pooled together for 
collagenase treatment. n=9-19 mice per group. p values from Student t tests are shown. 
Figure 5. Homing and engraftment processes are independent on long-term residual 
damage induced by IR. (A) Schematic of the experiments. Wild-type (WT) and 
ink4a/arf-deficient (KO) mice were sublethally irradiated (6 Gy) or not and injected 8 
weeks later before homing or engraftment were determined. (B) Representative flow 
cytometry profiles of hematopoietic cells found in the marrow of flushed femurs 16h after 
bone marrow transplantation (BMT) or not of 5x10
6
 cells previously stained with CFSE. 
(C) Absolute number (average ± SEM) of CFSE
+
 cells present in femurs whole bone 
marrow (WBM) of WT or KO mice exposed (+) or not (-) to IR 8 weeks prior to 
sacrifice. n=6-14 mice per group. (D) Bone marrow (BM) and peripheral blood (PB) 
engraftment 2 weeks following transplantation of 2x10
6 
CD45.1 unfractionated bone 
marrow cells in WT or KO CD45.2 mice exposed (+) or not (-) to IR 8 weeks prior to 













 in BM 2 weeks post-transplantation in 
WT or KO CD45.2 mice exposed (+) or not (-) to IR 8 weeks prior to transplantation. 
n=4-5 mice per group. Student t test *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figure 6. IR-induced long-term residual damage alters lymphopoiesis in a non-
autonomous ink4a/arf dependent manner. (A) Schematic of the experiment. Mice were 
exposed (+) or not (-) to IR and allowed to recover without transplantation. 11 months 
later, mice were sacrificed and marrow cells used for the transplantation of CD45.1 




) was analyzed at 
different time points in blood, before and after transplantation. n=3-9 mice per group. (B-
C) As described in figure 5A, wild-type (WT) and ink4a/arf-deficient (KO) CD45.2 mice 
exposed (+) or not (-) to 6 Gy IR were transplanted 8 weeks later with unfractionated 
CD45.1 bone marrow cells and allowed to reconstitute for 2 weeks prior to BM and 
spleen analysis of donor-derived CLP (B) and B220
+
 (C) cell counts. n=3-5 mice per 
















Figure 2, Carbonneau et al., 2012 
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Figure 6, Carbonneau et al., 2012
99 
 
Table 1. qPCR primers 




 forward AACTCTTTCGGTCGTACCCC AF332190 
 reverse GCGTGCTTGAGCTGAAGCTA  
p19
ARF
 forward GCCGCACCGGAATCCT L76092 
 reverse TTGAGCAGAAGAGCTGCTACGT  
runx2 forward GCCGGGAATGATGAGAACTA NM_009820.2 
 reverse GGACCGTCCACTGTCACTTT  
sp7 forward TCTCCATCTGCCTGACTCCT NM_130458.2 
 reverse AGCGTATGGCTTCTTTGTGC  
opn forward TCAGCTGGATGAACCAAGTCTGGA BC002113 
 reverse ACTAGCTTGTCCTTGTGGCTGTGA  
bglap forward AAGCAGGAGGGCAATAAGGT NM_007541.2 
 reverse TGCCAGAGTTTGGCTTTAGG  
ibsp forward AAAGTGAAGGAAAGCGACGA NM_008318.3 
 reverse GTTCCTTCTGCACCTGCTTC  
18S forward TCAACTTTCGATGGTAGTCGCCGT X00686 






4.13. Supplementary Figures and Legends 
 
Figure S1. OB-SC but not BM-SC absolute cell counts are reduced in femurs of 
mice 1 week post-irradiation. Absolute cell counts of BM-SC and OB-SC populations 
collected from femurs of wild-type mice were determined by flow cytometry (see 
methods) 1 week post-exposure or not (CTR) to 6 Gy irradiation (IR). BM-SC counts 
were expressed by femur as femoral bone marrow aspirates were processed 
independently and analyzed as replicates for each mouse, whereas OB-SC counts were 
expressed by mouse femurs as cleaned bones from a single mouse were pooled together 
for collagenase treatment. Shown is the average  SEM of n=13-17 mice per group. 








Figure S2. Homing to the bone marrow is compromised short-term after exposure 
to IR. Absolute number of CFSE
+
 cells present in femurs of wild-type mice exposed (+) 
or not (-) to 6 Gy IR 1 week prior to sacrifice. Shown is the average  SEM of n=6-14 













Figure S3. Proportion of myeloid cells in peripheral blood is increased long-term 
following exposure of mice to IR. Mice were exposed (+) or not (-) to 6 Gy IR and the 
proportion of myeloid (CD11b
+
) cells in blood was analyzed 3 and 11 months post-IR. 













Figure S4. Irradiation does not alter CD3
+
 cells homeostasis. Donor-derived CD3
+
 
cell counts in bone marrow and spleen were evaluated in wild-type (WT) and ink4a/arf-
deficient (KO) mice transplanted 8 weeks post-exposure (+) or not (-) to 6 Gy IR. Shown 













Figure S5. Increased B-cell ratios in mice transplanted using hematopoietic cells 
collected from a ink4a/arf-deficient microenvironment. (A) Schematic of the 





 bone marrow (BM) cells and allowed 





 BM cells from WT or KO primary transplanted mice 





 WT competitor cells. (B-C) B-cell absolute counts in BM and 









 cells / CLP CD45.1
+
 cells injected (C). WT 
and KO groups refer to the microenvironment in which CD45.1
+
 BM cells were in 
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contact in primary recipients. Shown is the average  SEM of n=5-6 mice per group. 



















Figure S6. Expression of osteoblast-related genes is increased in response to IR in 
the BM-SC population. qPCR performed on mRNA extracted from purified BM-SC 
collected from mice exposed (+) or not (-) to 6 Gy IR 8 weeks prior to sacrifice. Various 
genes expression is expressed as fold increase normalized to 18S. Each sample is a pool 








Figure S6, Carbonneau et al., 2012  
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5.0. UN MICROENVIRONMENT VIEILLISSANT/SÉNESCENT N’INTERFÈRE 
PAS AVEC L’OSTÉOGÉNÈSE IN VITRO ET IN VIVO, SUGGÉRANT UN 
DÉFAUT CELLULAIRE AUTONOME. 
 
5.1. Mise en contexte 
Le vieillissement ainsi que l’irradiation (IR), en tant que modalité de traitement pour le 
cancer et autres désordres hématologiques, sont associés à une augmentation du risque de 
fracture. On observe également un nombre accru de cellules sénescentes dans ces deux 
conditions. De plus, nous avons démontré dans la section 4 de cette thèse que l’IR induit 
la sénescence des cellules stromales de la moelle osseuse. Comme ces cellules participent 
à l’homéostasie osseuse, à la fois directement par la formation de l’os et indirectement en 
régulant la formation des cellules responsables de sa résorption, nous croyons que leur 
induction en sénescence pourrait altérer l’homéostasie osseuse. Ainsi, cette étude suggère 
un effet cellulaire non-autonome du microenvironnement vieillissant/sénescent sur la 
résorption, mais pas sur la formation osseuse. En outre, la diminution de formation 
osseuse est due à un effet cellulaire autonome des cellules stromales mésenchymateuses 
sénescentes. 
 
5.2. Contribution des auteurs 
CLC a fait le design expérimental, a réalisé les expériences, a analysé les données et a 
écrit la première version du manuscrit. GD a participé au design expérimental, à la 
réalisation des expériences in vivo et à l’interprétation des résultats. La préparation et la 
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coloration des implants a été faite par le personnel du Bone Center de McGill. CMB a 
participé au design expérimental et à l’interprétation des résultats. 
 
5.3. Référence 
Ce manuscrit est en préparation et n’a jamais été soumis pour publication.  
109 
 
An aged/senescent microenvironment does not interfere with osteogenesis in vitro 
and in vivo: evidence for a cellular autonomous defect. 
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Decrease bone density is often observed with age and in cancer survivors who were 
exposed to ionizing radiation (IR) as part of their treatment. We recently showed that 
bone marrow progenitor stromal cells (BM-SC) collected from mouse long bones 
undergo senescence when exposed to IR and that this phenotype prevents their 
mineralization. As bone homeostasis is regulated by osteogenesis and osteoclastogenesis, 
we now wanted to determine the impact of a senescent environment on these processes. 
Here, we provide evidences that the secretome from senescent bone stromal cells does 
not interfere with mineralization in vitro. Intriguingly, we rather found that the senescent 
secretome could promote mineralization under certain conditions. Alternatively, 
conditioned media collected from senescent cells could delay osteoclast formation in 
vitro, an effect we found was likely independent of RANKL and OPG, two known 
regulators of osteoclastogenesis. Using a heterotopic model of bone formation in mice, 
we then measured the mineralization potential of BM-SC in both young and aged mice. 
Surprisingly, the mineralization of BM-SC was not delayed in aged mice but rather 
significantly increased, in line with our in vitro observations. Overall, our results suggest 
a cellular autonomous defect of bone formation with age or following exposure to IR and 
provide a rationale for using cellular therapies for bone diseases. (211 words) 
 
Key words: systemic environment, bone marrow microenvironment, heterotopic bone 




Irradiation (IR) has long been used in the treatment of hematologic disorders and cancers. 
Improvement in drug regimens has increased survival and life expectancy. As a result, 
several years post-treatment, cancer survivors often encounter late effects that manifest as 
a wide array of diseases, many of which are also observed during normal aging 
1,2
. 
Increased bone frailty is one of these 
3
. In that matter, we previously reported that 
exposure of mice to IR induces the senescence of bone marrow stromal cells (BM-SC), a 
phenotype we showed leads to a cellular non-autonomous B lymphopoiesis defect 
4
. We 
also observed that the senescence of BM-SC prevented them from fully differentiating 
into mineralizing osteoblast-like cells upon stimulation in vitro (Despars, Carbonneau et 
al., in preparation). 
p16-induced senescence observed in aging brain, blood and pancreatic stem and 
progenitor cells has been shown to impair neurogenesis, hematopoiesis and pancreatic 
functions respectively 
5-7
. Recent studies using heterochronic transplantation or parabiosis 
have also demonstrated that young/healthy stem cells could acquire age-related defects in 
response to aged local and systemic environment 
8,9
. Such defects may be explained, at 
least partially, by the senescence associated secretory phenotype whose effects on tissues 
homeostasis are mostly unknown 
10
. Conversely, functions of old stem cells could be 
rejuvenated in these models when injected or exposed to a young environment. 
Excessive bone remodelling is believed to be the primary cause of osteoporosis 
11
. 
The exact role of the cellular components in this pathology and in particular the role of 
the microenvironment is still largely unknown. Bone homeostasis is a balance between 
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bone formation by osteoblasts (OB) and bone resorption by osteoclasts (OC). Their 
activities are known to be regulated by various cytokines, such as the macrophage 
colony-stimulating factor (M-CSF) and the ligand of the receptor activator of nuclear 
kappa-B (RANKL) both of which secreted by OB and their mesenchymal stromal cell 
progenitors. These cells also secrete osteoprotegerin (OPG), a soluble decoy receptor for 




Here, we wanted to determine whether altered bone homeostasis following IR or 
during aging could be caused by cellular non-autonomous alterations to the environment. 
Our results demonstrate that unlike hematopoietic or muscle stem cells, bone progenitor 
cells are still fully capable to mineralize in vitro and to form bone in vivo when exposed 
to an aged/senescent environment. 
5.6. Materials and Methods 
5.6.1. Mice 
Five or seven week-old C57BL/6 mice were purchased from Charles River Laboratories 
(St-Constant, QC). All mice were allowed to acclimate one week prior experimentation. 
Mice were aged on site until they reach 70-80 weeks-old. All in vivo manipulations were 
approved by the Comité Institutionnel des Bonnes Pratiques Animales en Recherche of 





5.6.2. Isolation, purification and characterization of stromal cells 
BM-SC and osteoblast-like stromal cells (OB-SC) were isolated has previously described 
4
. Briefly, bone marrow was collected by flushing tibias, femurs and iliacs from C57BL/6 
mice in phosphate buffer solution (PBS). Cleaned bones were next cut in small fragments 
and digested with 0.25 % collagenase type 1 (Sigma, St Louis, MO). Stromal cells in 
both fractions were isolated based on their property to attach to polystyrene following 
culture for 7 days in α-MEM containing 10 % fetal bovine serum and 1% 
penicillin/streptomycin. Cells were allowed to expand for 2-4 passages (corresponding to 
4-12 population doublings) in 3 % oxygen before their phenotype was confirmed by flow 
cytometry using the following antibodies: Ter119, CD31, CD45, CD44, CD90 and 
CD105, all purchased from BioLegend (San Diego, CA). 
5.6.3. Conditioned media collection 
Stromal cells were plated confluent 7 days following exposure or not to 10 Gy IR. Serum 
free -MEM media was added on day 9 and conditioned media (CM) was collected 24 
hours later. CM were normalized to 200 000 cells by diluting with -MEM. 
5.6.4. Osteogenesis 
Confluent BM-SC were cultured under osteogenic conditions for 14 to 21 days with 1-
100 nM dexamethasone, 10 mM -glycerophosphate, 50 µM vitamin C, and 50 nM 
vitamin D3 (Sigma, Saint Louis, MO) in complete medium. CM from stromal cells 
irradiated or not was added to test the effect of the secretome on osteogenesis. Media was 
changed every two days. Mineralized nodules were stained with 0.5 % Alizarin Red S 
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solution pH 4.2 (Sigma, Saint Louis, MO). Alizarin Red S was extracted and quantified 




Bone marrow was harvested from limbs of 6-10 week-old C57BL/6 mice and 
mononuclear cells were purified on Ficoll (GE Healthcare, Sweden). 150 000 
mononuclear cells were plated in 24-well petri dish and cultured in -MEM containing 
10 % fetal bovine serum, 1 % L-glutamine and 1 % penicillin/streptomycin. 
Osteoclastogenesis was induced by addition of 10 ng/ml M-CSF and 20 ng/ml RANKL. 
24h-conditioned media collected from 10-day irradiated or not stromal cells was 
normalized for the number of secreting cells and put in cultures to evaluate its effect. 
Media was changed every second day. Differentiation was stop when osteoclasts were 
visible (6-10 culture days). Cells were fixed with 3.7 % formaldehyde and tartrate-
resistant alkaline phosphatase (TRAP) staining was performed according to the 
manufacturer’s instructions (Sigma, Saint Louis, MO). 
5.6.6. RNA isolation and Real time quantitative PCR 
RNA was extracted from stromal cell populations using the RNeasy® Mini or Micro Kit 
(Qiagen, Mississauga, ON). RNA was reverse-transcribed using the QuantiTect Reverse 
Transcription Kit (Qiagen). Quantitative differences in gene expression were determined 
by real-time quantitative PCR using SensiMix
TM
 SYBR Low-ROX (Quantace, Taunton, 
MA) and the MxPro QPCR software (Stratagene, Mississauga, ON). Primers used for the 
amplification of RANKL, OPG, and 18S rRNA are available in Table 1 within the 
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supplementary result section. Values are presented as the ratio of target mRNA to 18S 
rRNA, obtained using the relative standard curve method of calculation. 
5.6.7. ELISA 
Femurs were cleaned and marrow was flushed using a volume of 0.5 ml cold PBS. Media 
was changed 7 days following exposure or not to 10 Gy IR of stromal cell cultures, and 
conditioned media was collected 72 hours later. RANKL and OPG specific levels were 
determined by ELISA from bone marrow eluates or conditioned media according to the 
manufacturer’s instructions (RayBiotech, Norcross, GA). Results were normalized for the 
number of secreting cells. Alternatively, serum was collected by cardiac puncture of 
anesthetized mice. Total deoxypyridinoline (tDPD) specific levels were then determined 
by ELISA according to the manufacturer’s instructions (Quidel, San Diego, CA). 
5.6.8. Heterotopic bone model 
2X10
6
 murine BM-SC were allowed to attach to hydroxyapatite/tricalcium phosphate 
(HA/TCP) ceramic particles (80 mg, 75-150 m, HA:TCP ratio 60:40) at 37ºC for 2h. 
The suspension was centrifuged and embedded in a 0.3 ml collagen gel at pH 7.0 made of 
0.0065 mg/ml collagen type I (BD, Mississauga, ON), 1.32 mM DTT, 6.6 mM CaCl2, 
and 0.32 U/ml transglutaminase (Sigma, Saint Louis, MO). Implant mixtures were kept 
on ice until their subcutaneous implantation into the flanks of 8 and 70-80 weeks-old 
C57BL/6 mice. Mice were sacrificed 10 weeks later and implants were harvested, fixed 
with formaldehyde 3.7 % and embedded in methylmethacrylate for sectioning. Slides 
were stained with Goldner’s trichrome and photographed using a dissection microscope 
M205 FA (Leica, Concord, ON). 
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5.6.9. Statistical analysis 
Statistical analyses were performed with the Graph Pad 5.0 software using unpaired 
Student t test. Results were considered statistically significant with p values < 0.05. 
5.7. Results 
5.7.1. The secretome of senescent stromal cells does not diminish 
mineralization potential of bone progenitors. 
The rejuvenating potential of transplanted young/healthy progenitors cells was shown to 
be limited in aged mice because of the negative impact of the systemic environment 
8,9,14
. 
Whether the osteogenic potential of mesenchymal progenitor cells is also reduced by an 
aged/senescent environment is not known. To verify this hypothesis, we isolated BM-SC 
with multilineage potential (see Carbonneau et al., 2012) and stimulated these cells to 
undergo osteogenic differentiation in the presence of media alone or conditioned media 
(CM) collected from control or senescent BM-SC. We chose to collect CM made from 
stromal cells that underwent IR-induced senescence rather than replicative exhaustion for 
two reasons: first, to mimic long-term bone frailty observed in cancer survivors and 
second, because mouse stromal cells do not undergo clean replicative exhaustion in vitro 
but rather experience what is believed to be undefined stress-induced senescence. Using 
this approach, we found that the secretome of senescent cells did not diminish 
osteogenesis compared to media alone or CM collected from non-irradiated cells, as 
measured using Alizarin Red S staining, a marker of mineralization activity (Figure 1A-
B). These results, combined to our previous observation that IR-induced senescent BM-
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SC are unable to mineralize in vitro upon stimulation (Despars, Carbonneau et al., in 
preparation and Figure 2), suggest that impaired osteogenesis is cell autonomous.  
We next wanted to determine if CM collected from non-irradiated stromal cells 
could rescue the mineralization defect observed in irradiated BM-SC (Figure 2A). While 
CM collected from non-irradiated cells had no effect on mineralization, we surprisingly 
found that CM collected from senescent cells could fully restore the mineralization 
potential of senescent BM-SC (Figure 2B). Alltogether, these results demonstrate that the 
secretome from senescent BM-SC cells not only does not diminish the mineralization 
potential of stromal cells but rather contains one or several pro-osteogenic factor(s) that 
can bypass the cell autonomous mineralization defect observed in senescent cells. 
5.7.2. The secretome of senescent osteoblastic stromal cells delays 
osteoclastogenesis. 
We and others previously reported that induction of a senescent bone marrow 
microenvironment alters hematopoiesis 
4,15
. Given that osteoclastogenesis is dependent 
on the fusion of myeloid/monocyte cells, we wanted to determine whether the senescent 
associated secretory phenotype could also affect osteoclast formation. To address this 
question, we purified murine bone marrow mononuclear cells and induced them to 
differentiate into osteoclasts in presence of CM collected from control or irradiated OB-
SC. Interestingly, we observed a marked difference in the shape of osteoclast precursors 
(Figure 3A). Indeed, while they were mostly spindle-shaped in presence of CM collected 
from non-irradiated cells, they became rounder in the presence of CM collected from 
senescent cells. We also noticed a reduction in the number and size (determined by the 
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number of nuclei) of osteoclasts that were formed in presence of a senescent secretome 
(Figure 3A-B). We next determined RANKL and OPG levels, two proteins identified for 
their implication in osteoclastogenesis 
16
, and found no significant reduction in their 
levels at both the mRNA and protein levels (Figure 3C-F). These results suggest that the 
secretome from senescent stromal cells delays osteoclastogenesis in a manner that is 
independent of RANKL and OPG, at least in vitro. 
5.7.3. Mineralization from BM-SC is not diminished in aged mice. 
We next determined the impact of a systemic environment by subcutaneously implanting 
BM-SC (in a mixture composed of collagen type I and HA/TCP ceramic) into young or 
aged mice and evaluating heterotopic ossification. As expected, bone mineralization and 
hematopoietic cavities were observed 10 weeks post-implantation. However, the average 
mineralization surface area as determined by Goldner’s staining (in green) was drastically 
increased in implants collected from aged mice (Figure 4A-B). Indeed, only about half of 
young mice implants were mineralized on average compared to nearly the entire surface 
in implants collected from old mice. These results are in line with our observation that a 
senescent secretome does not interfere with mineralization in vitro. Interestingly, we also 
observed much larger hematopoietic cavities within implants collected from aged mice 
(Figure 4C). These cavities are known to be formed only after mineralization occurred 
and presumably following osteoclastic resorption 
17
. To determine whether an increased 
osteoclastic activity could account for the bigger cavities observed in implants collected 
from old mice, we determined the RANKL/OPG ratio and the amount of total 
deoxypyridinoline (tDPD, a product of collagen degradation associated with bone 
resorption activity) (Figure 4D-E) in mice serum. Whereas there was no difference in the 
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former, the latter was significantly increased in serum of old compared to young mice 
(12.28 nM versus 10.23 nM, respectively), suggesting that increase osteoclastogenesis 
independent of the RANKL/OPG ratio may occur in aged mice and account for the larger 
hematopoietic cavities observed. Still, these results suggest that systemic environment of 
aged mice does not diminished bone formation and reinforce the hypothesis that bone 
frailty observed in aged or irradiated cancer survivors is likely the result of a cellular 
autonomous defect in bone progenitor cells. 
5.8. Discussion 
Long-term residual damage induced by irradiation is a growing medical concern, with 
many cancer survivors showing treatment-related late effects 
1,2
. One of these is the 
increased risk of fracture which is also seen in the elderly population. Likewise, we made 
the observation that senescent stromal cells are formed within an irradiated bone marrow 
microenvironment and that this could lead to impair B lymphopoiesis 
4
. Similairly, the 
regenerative potential of satellite progenitor cells is also affected in aged muscle 
8,9
. The 
extent to which the aged/senescent environment could contribute to bone homeostasis 
defect observed in aged or irradiated tissues remains elusive. Bone stromal cells are 
directly and indirectly implicated in the process of bone formation and in the formation of 
bone resorbing osteoclasts respectively. As such, whether a senescent environment can 
impair these functions is of high clinical interest. 
In the present study, we found that the secretome from IR-induced senescent 
stromal cells does not diminish mineralization potential of BM-SC but rather contains 
one or several pro-osteoblastic factor(s) that can fully suppress the autonomous 
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mineralization defect observed in IR-induced senescent bone progenitor cells. 
Intriguingly, such robust osteogenic potential of CM collected from senescent cells was 
only observed when secreted under steady-state conditions as it has no effect when 
secreted under osteogenic conditions, as demonstrated by the absence of mineralization 
by senescent MSC with media alone (Figure 2B). One hypothesis may be that senescent 
BM-SC secrete osteogenic factor(s) that are not produced/secreted when cells are placed 
under osteogenic differentiation conditions, suggesting a feedback inhibition mechanism 
by the media. The identification of such secreted osteogenic factor(s) is a challenging 
task that remains to be done. 
We also noticed a marked difference in the shape of osteoclast precursors as well 
as a reduction in the number of OC that were formed (Figure 3A). Moreover, OC were 
smaller according to their reduced number of nuclei. The fact we also observed that OC 
precursors exposed to CM collected from irradiated osteoblastic stromal cells had less 
lamellipodia (data not shown) may explain the reduction in size and number of 
osteoclasts given cellular contact is essential for the fusion of monocytes. Moreover, we 
believe the senescent secretome may be only delayed osteoclastogenesis given few 
osteoclasts containing over 20 nuclei were still observed (data not shown). Expression 
levels of both RANKL and OPG were not significantly altered in vitro, suggesting the 
impact of the senescent secretome on osteoclastogenesis is likely independent of the 
RANKL/OPG ratio. Intriguingly, implantation of BM-SC in aged mice reconstituted a 
bone with larger hematopoietic cavities than implants in young mice (Figure 4C). 
Because in our model of primary ossification bone formation needs to occur before bone 
resorption can take place 
17
, this observation is likely explained by the fact that aged mice 
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mineralize faster which may lead to faster bone resorption and cavity formation. Still, the 
fact that we observed the presence of a greater amount of tDPD in serum of aged mice 
could suggest that increased bone resorption occurs (Figure 4D). Yet, as observed in CM 
collected from senescent cells, the levels of RANKL/OPG in serum from aged mice were 
not significantly altered, suggesting that if indeed higher osteoclastogenesis occurs, it is 
independent of these two important modulators. In conclusion, this study reveals the 
aged/senescent microenvironment has a cellular non-autonomous impact on 
osteclastogenesis in vitro but no negative effect on the mineralization potential of bone 
progenitor cells in vitro and in bone formation in mice. These results suggest that bone 
frailty observed in aged and irradiated patient is likely to be the consequence of cellular 
autonomous defect of bone progenitor cells. Our findings provide a rationale for using 
cellular therapies in the treatment of bone diseases in the elderly and long-term cancer 
survivors. 
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5.12. Figures and Legends 
Figure 1. The mineralization potential of mesenchymal stromal cells is not 
diminished by the secretome of senescent cells. (A) Representative photographs 
showing mineralization potential (Alizarin Red S staining) of control MSC cultured under 
steady-state (□) or osteogenic conditions (■) for 14-21 days, in presence of media alone (-
) or conditioned media (CM) collected under steady-state conditions from 10 Gy-
irradiated (IR) or not (CTR) stromal cells (scale bar 200 m). Insert shows phase contrast 
photograph (scale bar 100μm). (B) Representative results (n = 4 independent MSC 
cultures) of Alizarin Red S quantification by optical density at 405 nm are shown. 
*p<0.05 by Student t test. 
Figure 2. The secretome from senescent BM-SC fully restores mineralization 
capabilities to irradiated stromal cells. (A) Representative photographs showing 
mineralization potential (Alizarin Red S staining) of irradiated MSC cultured under 
steady-state (□) or osteogenic conditions (■) for 14-21 days, in presence of media alone  
(-) or conditioned media (CM) collected under steady-state conditions from 10 Gy-
irradiated (IR) or not (CTR) stromal cells (scale bar 200 m). Inserts show phase contrast 
photograph (scale bar 100μm). (B) Representative results (n = 4 independent MSC 
cultures) of Alizarin Red S quantification by optical density at 405 nm are shown. 
*p<0.05 by Student t test. 
Figure 3. Osteoclastogenesis is delayed by conditioned media collected from 
senescent osteoblastic cells. (A) Representative photographs (n = 3) showing 
osteoclastogenesis after a 7-days culture in presence of CM collected from 10 Gy-
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irradiated (IR) or not (CTR) osteoblastic stromal cells. Osteoclast precursors display 
distinct shapes according to the CM tested, as indicated by arrows. Arrow heads show 
osteoclasts whose number is reduced in presence of irradiated CM. Scale bar represents 
100 m. (B) Quantification of osteoclasts number produced in presence of CM collected 
from CTR or IR osteoblastic stromal cells. n = 5-11 fields per condition, each field 
covering 0.88 mm
2
. ***p<0.001 by Student t test. (C-D) Differential mRNA expression 
levels of RANKL (C) and OPG (D) in CTR and IR osteoblastic stromal cells. Results 
from 12 independent stromal cell isolations are normalized to 18S rRNA and expressed in 
fold compared to CTR. (E-F) Soluble RANKL (E) and OPG (F) levels were measured in 
CM (normalized for 200 000 cells) from CTR or IR osteoblastic stromal cells. Cells were 
stimulated with vitamin D3 as a positive control (CTR+) for RANKL secretion. n=3-6 
independent stromal cell cultures. ND, no detection. 
Figure 4. Heterotopic bone mineralization from BM-SC is not diminished in aged 
mice. (A) Representative photographs revealing bone mineralization (green) in implants 
extracted from young or old mice 10 weeks after implantation. n = 3-6 mice per group. 
(B) Quantification in percentage of the mineralized surface of implants. n = 3-6 mice per 
group. **p<0.01 by Student t test. (C) Higher magnification reveals larger hematopoietic 
cavities (red) in implants extracted from old compared to young mice. Scale bar 
represents 125 m. (D-E) RANKL/OPG ratio (D) and total deoxypyridinoline (tDPD) (E) 
levels were measured in serum from young and old mice. n = 6-7 and 7-10 mice per 
























































































































































































































































































































Table 1. qPCR primers 
GENES  PRIMERS ACCESSION 
NUMBER 
RANKL forward 5’-CGTGCAGAAGGAACTGCAACACAT-3’ NM_011613.3 
 reverse 5’-TTGATGGTGAGGTGTGCAAATGGC-3’  
OPG forward 5’-AACCGAGTGTGTGAGTGTGAGGAA-3’ NM_008764.3 
 reverse 5’-TTGCAAACTGTGTTTCGCTCTGGG-3’  
18S forward 5’-TCAACTTTCGATGGTAGTCGCCGT-3’ X00686 




















6.0. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
6.1. Discussion générale 
Cette thèse comporte deux objectifs principaux visant à mieux comprendre les 
effets de la sénescence en utilisant un modèle murin de TBI, ainsi que des cultures 
primaires de cellules stromales. Nos travaux avaient pour but (1) d’étudier les effets de 
l’IR sur les cellules stromales de la moelle osseuse et (2) de déterminer l’impact des 
altérations du stroma sur les fonctions hématopoïétiques. Ainsi, nous avons démontré 
pour la première fois que l’IR induit la sénescence des cellules stromales de la moelle 
osseuse chez la souris. Huit semaines après l’irradiation, on a constaté une diminution du 
nombre de BM-SC. Cet effet était spécifique à cette population, car le nombre de OB-SC 
était inchangé. L’utilisation de souris déficientes pour INK4a/ARF a révélé l’implication 
de ces deux protéines dans ce processus. Enfin, nous avons démontré que l’IR altère la 
lymphopoïèse B de manière cellulaire non-autonome et dépendante de INK4a/ARF 
(Carbonneau et al., 2012). Nous avons aussi démontré que les modifications systémiques 
qui résultent de l’IR ou du vieillissement compromettent l’homéostasie osseuse en 
augmentant la résorption de l’os, sans toutefois diminuer la formation de celui-ci. Cet 
effet cellulaire non-autonome de l’IR sur les ostéoclastes est indépendant du sécrétome 
des ostéoblastes sénescents qui a plutôt l’effet inverse (Carbonneau et al., en préparation). 
Ces résultats originaux montrent les effets néfastes de l’IR utilisée dans les protocoles de 
conditionnement pour les transplantations de moelle osseuse. Ils ouvrent la porte au 
développement de stratégies visant à réduire ces effets et à la recherche de nouveaux 
traitements moins dommageables pour le microenvironnement osseux. 
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6.2. Les modèles de sénescence 
6.2.1. L’irradiation corporelle totale 
Nous avons choisi d’utiliser l’irradiation corporelle totale (TBI) comme modèle 
expérimental d’induction de la sénescence parce qu’elle mime une condition retrouvée 
chez les patients. En effet, la TBI est largement utilisée dans les protocoles de 
conditionnement précédant les transplantations de moelle osseuse (BMT) 
225
. Par ailleurs, 
la population touchée va en grandissant puisque la BMT est en première ligne de 
traitement pour plusieurs cancers et désordres hématologiques 
226
. L’induction de la 
sénescence par l’irradiation dans les cellules stromales de la moelle osseuse in vitro était 
déjà documentée lorsque nous avons entrepris cette étude 
148
. Toutefois, nous avons dû la 
confirmer in vivo, ce qui était le premier objectif de cette thèse et qui a été fait dans le 
chapitre 4. 
Le modèle de TBI comporte toutefois certaines lacunes telles que l’altération de 
l’intégralité des systèmes de l’organisme. En effet, de par sa distribution globale, la TBI 
affecte toutes les cellules et organes pouvant ainsi modifier l’environnement systémique. 
Dans ce contexte, il n’est pas possible de conclure à un effet spécifique du 
microenvironnement osseux. Par exemple, le retard de croissance observé dans la 
population pédiatrique ayant reçu une TBI n’est pas dû à un effet direct sur l’os, mais 
plutôt à une altération de la sécrétion d’hormones de croissance par l’hypothalamus et 
l’hypophyse 227. Afin de mieux circonscrire les effets liés au microenvironnement osseux, 
il serait possible d’avoir recours à une IR localisée au niveau d’une patte postérieure de la 
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souris. Ce modèle a l’avantage de permettre la comparaison avec la patte contra-latérale 
non irradiée de l’animal, ce qui limite la variabilité interindividuelle. 
  
6.2.2. Le vieillissement 
Nous avons également utilisé le vieillissement comme modèle de sénescence dans 
notre deuxième étude. Son intérêt réside dans le fait qu’il est représentatif d’une très 
grande proportion de la population. De plus, l’induction de la sénescence y a été 
confirmée au niveau du système hématopoïétique, du cerveau et du pancréas 
217-219
. 
Enfin, il a été démontré que l’environnement systémique de rats et de souris âgés altère le 
potentiel régénératif des cellules souches au niveau du muscle 
228,229
. 
Tout comme pour la TBI, le modèle de vieillissement ne permet pas de cibler le 
microenvironnement osseux. Par ailleurs, il n’est pas possible de le transposer in vitro 
puisque les cellules stromales sénescentes ne prolifèrent pas. À l’opposé, il est possible 
d’induire la sénescence in vitro en irradiant les cellules stromales. Enfin, nous aurions pu 
utiliser un modèle génétique de dysfonction des télomères, soit les souris déficientes pour 
la télomérase (Terc
-/-
), qui a démontré des résultats similaires à ceux que nous avons 
obtenus sur la lymphopoïèse B avec notre modèle de TBI 
71. Ce modèle a l’avantage 
d’induire la sénescence dans la quasi-totalité des cellules, permettant d’amplifier les 
effets physiologiques et limitant ainsi le risque de passer à côté d’un effet de faible 
amplitude. Par contre, l’attrait de ce modèle serait plus grand si la mutation pouvait être 
exprimée uniquement par les cellules stromales de la moelle osseuse. Il serait donc 
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intéressant de le combiner avec la technique de recombinaison Cre-lox ciblée grâce à des 
promoteurs spécifiques à chaque type cellulaire. 
 
6.3. L’altération du nichage : pistes mécanistiques 
Dans le cadre de cette thèse, nous avons démontré que l’IR altère le 
microenvironnement osseux et entraîne des défauts hématopoïétiques cellulaires non-
autonomes. Plus précisément, nous avons démontré que la lymphopoïèse B et 
l’homéostasie osseuse (via la résorption par les ostéoclastes) sont affectées. De ce fait, il 
serait intéressant de vérifier l’impact de l’induction de la sénescence des cellules 
stromales de la moelle osseuse sur d’autres fonctions hématopoïétiques telles que le 
nichage qui est essentiel à la prise de greffe.  
L’importance des cellules stromales en tant que niche pour les HSC a été 
démontrée de plusieurs façons, entre autres à l’aide de manipulations génétiques 
modifiant le nombre d’ostéoblastes 39. Nous avons également démontré que le nichage 
des cellules hématopoïétiques à la moelle osseuse est réduit une semaine après la TBI 
(Carbonneau et al., 2012, Figure S2). Dans un tel contexte, il est possible que la prise de 
greffe hématopoïétique soit retardée ou compromise. Ainsi, il semble pertinent d’étudier 
dans quelle mesure l’irradiation altère le nichage. 
Le nichage peut être décortiqué en deux étapes. En premier lieu, les cellules 
hématopoïétiques migrent dans la niche en réponse à des chimiokines sécrétées par le 
microenvironnement osseux. En second lieu, elles sont maintenues dans la niche par des 
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interactions avec des molécules d’adhésion présentes dans ce microenvironnement. Enfin, 
un troisième facteur peut agir indirectement sur le nichage, soit la présence d’agents qui 
induisent la mobilisation des cellules hématopoïétiques dans le sang (Figure 15). On a 
donc étudié l’effet de la sénescence sur (1) le pouvoir chemoattractant des cellules 
stromales, (2) leur potentiel de rétention des cellules hématopoïétiques et (3) leur niveau 
de production de facteurs mobilisateurs. 
 
Figure 15: Étapes du nichage hématopoïétique 
Le nichage est le résultat de (A) la migration des cellules hématopoïétiques 
en réponse à des chimiokines sécrétées par le microenvironnement osseux 
et de (B) leur rétention dans la niche par des interactions avec des 
molécules d’adhésion. Le nichage peut être contré par (C) la présence 






6.3.1. La migration 
Pour étudier le potentiel chemoattractant des cellules stromales de la moelle 
osseuse, nous avons recueilli le milieu conditionné (CM, en anglais pour conditioned 
media) produit pendant 24h par des cultures primaires de cellules stromales, 10 jours 
après qu’elles aient reçu ou non une IR de 10 Gy. Une attention particulière a été portée 
pour éliminer le sérum puisque ce dernier est un puissant inducteur de migration et aurait 
pu fausser les résultats. Nous avons aussi dilué les CM afin de normaliser la sécrétion 
pour un nombre de cellules donné. L’essai de migration consiste à mettre le CM dans un 
puits et à placer des cellules préalablement enrichies en KSL dans un insert à l’intérieur 
de ce puits (Figure 16A). Après 2 heures à 37ºC, on compte le nombre de cellules ayant 
migré à travers la membrane poreuse pour se retrouver dans le puits du bas. Cette 
expérience a permis de constater que le pouvoir chemoattractant des cellules stromales 
sénescentes était réduit de 66% (Figure 16B). Considérant les résultats de Wright et 
collègues selon lesquels les HSC ne migrent qu’envers le SDF-1α 91, nous avons évalué 






Figure 16: Réduction du pouvoir chemoattractant des cellules stromales 
sénescentes. 
(A) Schéma représentatif de l’essai de migration. (B) Quantification 
(exprimée en pourcentage (%)) du nombre de cellules de type KSL (lin-) 
ayant migré après une incubation de 2 heures à 37ºC envers du milieu 
conditionné (CM) de cellules stromales irradiées (IR) ou non (CTR). Les 
données sont exprimées sous forme de moyenne ± écart-type à la moyenne 
(SEM, en anglais, pour standard error of the mean) de 7 cultures primaires 
de cellules stromales. La comparaison statistique avec le groupe témoin est 
indiquée par *p<0,05. (C) Concentration (pg/ml) de SDF-1 détectée dans 
le CM des cellules stromales CTR ou IR. Les données sont normalisées 
pour 10 000 cellules et exprimées sous forme de moyenne ± SEM de 14 




Nous avons deux hypothèses pour expliquer cette situation. La première vient du 
fait que nous ne travaillons pas avec une population pure de HSC. Les travaux de Wright 
et collègues ont démontré la migration exclusive des LT-HSC et des ST-HSC envers le 
SDF-1 91. Par contre, nous travaillons avec des cellules enrichies ne contenant 
qu’environ 30% de KSL. Notre population contient des HPC et 70% de cellules matures 
qui sont connues pour migrer envers d’autres chimiokines telles que l’IL-8 et la protéine 
1 chimiotactique des monocytes (MCP-1, en anglais, pour monocyte chemotactic protein-
1) 
90
. Il est possible que la réduction de migration observée soit effectivement 
indépendante du SDF-1 et qu’elle reflète l’absence d’un autre facteur dans le CM des 
cellules sénescentes. Pour exclure l’implication du SDF-1, il serait envisageable de 
remplacer les cellules enrichies en KSL par des cellules hématopoïétiques qui ne migrent 
pas envers SDF-1 comme les cellules de la lignée A001. On pourrait alors les 
transfecter avec le récepteur de cette chimiokine, le CXCR4, et observer les effets propres 
au SDF-1. Des résultats préliminaires ont démontré que les A001 modifiées pour 
exprimer le CXCR4 acquièrent la capacité de migrer envers du SDF-1 (résultats non 
présentés). 
La deuxième hypothèse est basée sur la production accrue d’enzymes 
protéolytiques dans le SASP 
230
. Celles-ci sont connues pour cliver le SDF-1 et 
l’inactiver, causant ainsi une diminution de migration 231 232. Comme l’anticorps utilisé en 
ELISA ne permet pas de discriminer entre la forme active et la forme inactive de la 
chimiokine (2-3 acides aminés en moins), ce phénomène est envisageable. Afin de tester 
cette hypothèse, nous pourrions d’abord doser le SDF-1 dans les CM de cellules 
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irradiées ou non. Il suffirait ensuite de diluer les CM pour obtenir la même concentration 
dans tous les échantillons et de tester leur pouvoir chemoattractant dans un essai de 
migration. Si le SDF-1 présent dans le CM des cellules sénescentes est effectivement 
inactif, on observera moins de migration. Nous ne pouvons toutefois pas exclure la 
possibilité de diluer une autre chimiokine et que ce soit cet effet que nous observions. 
Alternativement, nous pourrions utiliser des inhibiteurs de protéases, ce qui 
devrait rétablir la migration envers le CM de cellules stromales sénescentes. Le CD26 est 
connu pour inhiber la migration des HSC en clivant le SDF-1 231 tandis que l’expression 
de plusieurs MMP est augmentée dans le SASP 
233
. De plus, leur activité inhibe la 
migration des HSC 
234
. Le Diprotin A et le GM-6001 pourraient donc être utilisés pour 
inhiber la peptidase CD26 et les métalloprotéinases (MMP), respectivement. Enfin, les 
carboxypeptidases M et N, la cathepsine G et l’élastase des neutrophiles clivent aussi le 
SDF-1 88,232,235,236. Ainsi, avant de poursuivre avec des expériences impliquant plusieurs 
inhibiteurs, il serait important de déterminer les protéases qui sont surexprimées par les 
cellules stromales sénescentes ou dans le microenvironnement osseux suite à l’irradiation. 
 
6.3.2. L’adhésion 
Pour étudier la capacité des cellules stromales à retenir les cellules 
hématopoïétiques dans la niche, nous avons effectué un essai d’adhésion. Brièvement, 
nous avons ensemencé des cultures primaires de cellules stromales à 100% de 
confluence, huit jours après qu’elles aient reçu ou non une IR de 10 Gy. Nous avons 
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ensuite attendu deux jours pour permettre aux molécules d’adhésion clivées par la 
trypsine d’être ré-exprimées à la membrane. Enfin, nous avons ajouté de la moelle 
osseuse fraîchement isolée et avons attendu 2 heures avant de récupérer délicatement les 
cellules non adhérées. En comptant ces cellules, nous avons obtenu une lecture indirecte 
du nombre de cellules hématopoïétiques adhérées aux stromas. Nous avons retrouvé 20% 
moins de cellules adhérées aux cellules stromales sénescentes, un résultat qui est 
hautement significatif (Figure 17A). En marquant les cellules avec du PKH26, une 
molécule qui s’insère dans les membranes, il a été possible de visualiser cet effet (Figure 
17B). 
Nous nous sommes intéressés à deux molécules d’adhésion connues pour leur 
implication dans la rétention des HSC dans la niche, soit N-cad et VCAM-1. La délétion 
de N-cad entraîne une réduction du nichage 
237
 tandis que le clivage de VCAM-1 induit la 
mobilisation des HSC 
88
. Par une réaction de polymérase en chaîne quantitative (qPCR, 
en anglais, pour quantitative polymerase chain reaction), nous avons constaté une 
diminution de 50% de l’acide ribonucléique messager (ARNm) de N-cad, mais pas de 
différence au niveau de VCAM-1 suite à l’induction de la sénescence dans les cellules 
stromales (Figure 16C). Par contre, au niveau protéique, il a été observé par 
immunobuvardage de type Western que ces deux molécules d’adhésion étaient réduites 
(Figure 16D). Ainsi, N-cad et VCAM-1 sont toutes deux diminuées à la membrane des 
cellules stromales sénescentes. Cet effet semble principalement survenir au niveau 




Figure 17: Réduction de la capacité de rétention des cellules hématopoïétiques 
par les cellules stromales sénescentes. 
(A) Quantification (exprimée en pourcentage (%)) du nombre de cellules 
hématopoïétiques adhérées aux cellules stromales, irradiées (IR) ou non 
(CTR) 10 jours au préalable, après une incubation de 2 heures à 37ºC. Les 
données sont exprimées sous forme de moyenne ± SEM de 6 cultures 
primaires de cellules stromales. La comparaison statistique avec le groupe 
témoin est indiquée par **p<0,01. (B) Photographies représentatives de 
l’essai d’adhésion. Cellules hématopoïétiques marquées au PKH26 (rouge, 
panneaux supérieurs) qui sont adhérées aux cellules stromales CTR ou IR 
(panneaux inférieurs) après les deux heures d’incubation. Échelle : 100 
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m. (C) Niveaux d’expression d’ARNm de VCAM-1 et N-cad dans les 
cellules stromales CTR et IR. Les données sont normalisées en donnant la 
valeur arbitraire de 1 aux CTR et sont exprimées sous forme de moyenne ± 
SEM de 6 et 8 cultures primaires de cellules stromales, respectivement. 
(D) Photos représentatives de la variation protéique de VCAM-1 et N-cad 
dans les cellules sromales irradiées (+) ou non (-). L’actine sert de contrôle 
interne pour la quantité totale de protéines utilisée dans l’essai. 
 
Considérant l’augmentation des protéases associée au SASP, il serait intéressant 
d’investiguer la possibilité d’un clivage membranaire. Cette vérification pourrait être faite 
par cytométrie en flux, mais il est important de s’assurer que la technique utilisée pour 
décoller les cellules stromales adhérentes ne clivera pas VCAM-1. Une expérience 
préliminaire a démontré que l’utilisation d’accutase (un agent plus doux que la trypsine) 
permet la détection d’un signal positif sur les cellules stromales (résultats non présentés). 
Toutefois, très peu de cellules sont positives, ce qui crée un doute quant à l’éventualité 
d’un clivage partiel. Une confirmation par immunofluorescence serait donc souhaitable 
pour éviter toute ambiguïté. Il serait également intéressant de rétablir l’expression de ces 
deux protéines dans les cellules stromales sénescentes pour confirmer leur implication 





6.3.3. La mobilisation 
Le G-CSF étant le principal agent mobilisateur endogène connu des HSC 
238
, nous 
nous y sommes attardés. En utilisant une technique ELISA, nous avons démontré une 
augmentation des niveaux circulants de G-CSF dans le plasma de souris, 12 semaines 





. Elle a été associée à un effet de l’environnement, mais pas des cellules 
stromales. Il est toutefois probable qu’il s’agisse d’une limitation de la technique 
employée. En effet, Gupta et collègues ont démontré que les cellules stromales en culture 
ne sécrètent pas de G-CSF 
239. Néanmoins, l’ajout de HSC stimule sa sécrétion par le 
stroma via un facteur soluble non identifié. Nous avons donc irradié ou non des cellules 
stromales à une dose de 10 Gy, puis nous avons attendu 10 jours pour l’installation du 
phénotype de sénescence. Ces cellules ont ensuite été mises en présence ou non de 
cellules hématopoïétiques enrichies en KSL et le CM a été recueilli. Enfin, nous avons 
dosé les niveaux de G-CSF sécrété. Tout comme les cellules Terc
-/-
, nos cellules 
sénescentes ne produisent pas ou très peu de G-CSF. Toutefois, la présence de cellules 
hématopoïétiques a stimulé sa sécrétion dans les deux conditions, mais davantage dans 
les cellules sénescentes (Figure 18B). Ainsi, il est possible que les cellules stromales 






Figure 18: Accumulation de G-CSF dans le plasma de souris irradiées : 
possibilité d’une production par les cellules stromales sénescentes 
(A) Suivi par ELISA des niveaux de G-CSF plasmatique (pg/ml) des souris 
irradiées (IR, ) ou non (CTR, ○) à 8 Gy à l’âge de 2 mois. Les données sont 
exprimées sous forme de moyenne ± SEM de 7-9 souris par groupe. La 
comparaison statistique avec les souris de 3 mois est indiquée par *p<0,05. (B) 
Quantification (pg/ml) des niveaux de G-CSF sécrété pendant quatre jours dans 
une culture de cellules stromales CTR ou IR en présence (+) ou non (-) de cellules 
de type KSL (lin-). Les données sont normalisées pour 100 000 cellules et 
exprimées sous forme de moyenne ± SEM de 10 culture primaires de cellules 




Il serait également intéressant d’étudier le mécanisme exact par lequel le G-CSF 
mobilise les HSC. Des études chez la souris 
240
 et chez le singe rhésus 
241
 ont déterminé 
un pouvoir mobilisateur de l’IL-8. De plus, il a été démontré que cette chimiokine 
s’accumule en réponse au G-CSF 242. Enfin, l’IL-8 permettrait de mobiliser les HSC via 
la relâche de MMP par les neutrophiles matures 
243
. Ce mécanisme semble prometteur 
dans le contexte de l’irradiation puisque l’IL-8 a été identifiée comme étant l’une des 
principales cytokines augmentée dans le SASP 
230
. Par ailleurs, le G-CSF est aussi 
responsable de la formation des neutrophiles. Il est donc possible que l’augmentation 
chronique du G-CSF chez la souris entraîne une production accrue de ces cellules. Cette 
hypothèse est compatible avec l’observation d’une accumulation de cellules myéloïdes 
selon une cinétique comparable à celle de l’apparition du G-CSF dans le plasma de ces 
souris (Figure 19). L’effet de l’IL-8 sur les neutrophiles serait alors décupler, considérant 
l’accroissement de sa population cible. La production chronique et massive de MMP 
aurait pour effet de maintenir les HSC en circulation. Une telle accumulation de HSC n’a 












































Figure 19: Accumulation de cellules myéloïdes dans le sang périphérique de 
souris irradiées depuis plus de 12 semaines 
Suivi par cytométrie en flux de la proportion de cellules myéloïdes 
(CD11b
+
) dans le sang périphérique de souris irradiées (IR) ou non (CTR) 
à 8 Gy à l’âge de 2 mois. Les données sont exprimées sous forme de 
moyenne ± SEM de 7-9 souris par groupe. La comparaison statistique avec 
les souris de témoins est indiquée par *p<0,05 et **p<0,01. 
 
6.4. Stratégies pour favoriser le nichage 
En condition physiologique, on retrouve des HSC en circulation dans le sang 
206
. 
Il s’agit d’un processus dynamique de mobilisation et de nichage perpétuels. Ainsi, des 
HSC sont toujours disponibles pour combler une niche hématopoïétique déserte. Le 
nichage est également le concept qui sous-tend la BMT. Toutefois, indépendamment de 
la source de HSC injectées (sang de cordon, moelle osseuse, HSC mobilisées dans le 
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sang), très peu se retrouvent dans la moelle osseuse. Il est donc primordial d’optimiser 
cette fonction pour favoriser la prise de greffe et le maintien de l’hématopoïèse. 
Plusieurs approches sont à l’étude pour améliorer le nichage. Certains ont 
développé des techniques d’expansion ex vivo des HSC afin de pouvoir injecter un plus 
grand nombre de cellules 
244
. D’autres ont traité les HSC avec un inhibiteur de CD26 
pour diminuer le clivage de SDF-1 245. D’autres encore ont injecté les HSC directement 
dans la moelle osseuse pour éviter le besoin de nichage 
238
. Enfin, certains ont co-
transplanté des cellules stromales avec les HSC en espérant restaurer le 
microenvironnement osseux et ses fonctions 
246
. Ces différentes techniques ont démontré 
une certaine efficacité, mais laissent toutefois place à l’amélioration. 
Nous avons voulu développer une nouvelle stratégie pour favoriser le nichage. 
Comme l’IR altère le microenvironnement osseux, nous croyons qu’il est tout à fait 
indiqué de tenter de le restaurer. Étonnamment, les groupes qui ont travaillé sur la 
thérapie cellulaire à base de cellules stromales n’ont pas déterminé à quel point les 
améliorations observées rétablissaient la fonction initiale. Dans un premier temps, nous 
avons confirmé que les cellules stromales améliorent le nichage par l’injection de OB-SC. 
Toutefois, l’effet observé dans les souris irradiées est loin de rétablir le nichage à des 
niveaux comparables à ceux obtenus normalement lors d’une BMT dans des souris non 
irradiées. 
Nous avons donc cherché une façon de bonifier l’effet des cellules stromales 
injectées. Ce faisant, nous avons observé une augmentation des niveaux de G-CSF dans 
les éluats de fémurs de souris irradiées depuis 2 jours. Comme cette cytokine a un effet 
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mobilisateur, son élimination pourrait favoriser le nichage. Sur cette base, nous avons 
modifié génétiquement des OB-SC pour qu’ils expriment une forme soluble du récepteur 
du G-CSF. Une fois injectées, ces cellules sécrètent le récepteur inhibiteur qui 
emprisonne le G-CSF et l’empêche d’avoir un effet biologique. Cela se traduit par une 
amélioration du nichage de 90% comparativement à seulement 37% pour les OB-SC non 
modifiées. Ainsi, l’inhibition du G-CSF par un récepteur inhibiteur soluble semble une 
stratégie intéressante pour améliorer le nichage, Ces résultats originaux ont été soumis 
pour publication dans la revue Blood (Voir en annexe, section 15.0, Fortin et al., 2012). 
 
6.5. Le modèle d’ossification primaire 
Nous avons utilisé un modèle d’implant sous-cutané composé de MSC adhérées à 
des particules HA/TCP et mélangées à un gel de collagène de type I. Ce choix 
minimaliste a été fait afin que les effets observés puissent être attribuables aux cellules 
stromales uniquement. Ainsi, bien que l’ajout de cellules endothéliales ait démontré un 
effet bénéfique sur l’ossification 13, nous avons volontairement exclus cette possibilité. 
En outre, nous aurions pu apporter certaines améliorations pour favoriser l’ossification. 
Par exemple, la réduction du volume de l’implant aurait pu permettre une vascularisation 
plus rapide et ainsi favoriser la survie des MSC. Il aurait aussi pu être avantageux 
d’augmenter la densité des MSC dans l’implant, un facteur qui s’est avéré essentiel pour 
la formation osseuse dans le modèle de chambre de diffusion 
10
. D’ailleurs, il est possible 
que ce facteur est eu un impact sur nos résultats qui ont démontré une ossification non-
uniforme dans plusieurs implants. En effet, l’implant était pipetté dans la cavité sous-
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cutanée alors qu’il était encore sous forme liquide. Ainsi, il est fort probable que la 
densité cellulaire n’ait pas été homogène à travers tout l’implant au moment de sa 
solidification. Si tel est le cas, l’utilisation de scaffolds solides permettrait de remédier à 
cette limitation. Dans un autre ordre d’idées, l’hétérogénéité de la population de MSC 
pourrait aussi expliquer l’ossification non-uniforme. En effet, malgré leur capacité à 
former des CFU-F in vitro, certaines MSC n’ont pas la capacité de former de l’os in vivo 
58




En conclusion, nous avons démontré, à l’aide d’un modèle de TBI chez la souris 
et de cultures primaires de cellules stromales irradiées, un/une : 
1. Induction de la sénescence dans les cellules stromales de la moelle osseuse in 
vivo. 
2. Sensibilité distincte des différentes populations de cellules stromales de la moelle 
osseuse à l’IR. 
3. Implication de INK4a/ARF dans la diminution du nombre de BM-SC huit 
semaines après l’IR et dans l’altération de la lymphopoïèse B par les cellules 
stromales du microenvironnement osseux. 
4. Effet cellulaire autonome de l’IR sur la formation osseuse par les cellules 
stromales.  
5. Effet cellulaire non-autonome de l’IR et du vieillissement sur la résorption 
osseuse par les ostéoclastes. Cet effet est dû à l’environnement, mais est 
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The relative ineffectiveness of hematopoietic stem cells in reaching the bone marrow 
upon transplantation combined with the limited number of these cells available is a major 
reason for graft failure and delayed hematopoietic recovery. Hence, the development of 
strategies that could enhance homing is of high interest. Here, we provide evidence that 
homing is severely impaired post exposure to ionizing radiation (IR) in mice, an effect we 
found was time-dependent and could be partially rescued using mesenchymal stromal cell 
(MSC) therapy. In an attempt to further increase homing, we took advantage of our 
observation that G-CSF, a cytokine known to induce cell mobilization, is increased in the 
marrow of mice shortly after their exposure to IR. As such, we developed a truncated, yet 
functional, soluble G-CSF receptor (solG-CSFR) which we hypothesized could act as a 
decoy and foster homing. Using MSC or conditioned media as delivery vehicles, we 
show that an engineered solG-CSFR has the potential to increase homing and 
hematopoietic reconstitution in mice. Altogether, our results provide novel findings at the 
interplay of IR and stromal cell therapy and present the regulation of endogenous G-CSF 
as an innovative proof of concept strategy to manipulate hematopoietic cell homing. 
 
Keywords: mesenchymal stromal cells, hematopoietic homing, ionizing radiation, G-
CSF, cell therapy 
 
 
